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INTRODUCTION       Les analyses du génome humain et d’autres génomes d’eucaryotes supérieurs ont révélé que  seule  une  petite  fraction  du  matériel  génétique  (environ  1,5%)  code  pour  des  protéines (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001). Une autre partie de l’ADN génomique intervient dans la régulation de l’expression des gènes. Jusqu’aux années 1980, l’intérêt des biologistes s’est porté sur  la  régulation  transcriptionnelle  des  gènes.  Récemment,  un  autre  niveau  de  régulation  de l’expression des gènes, impliquant de nombreux évènements post‐transcriptionnels, a été mis en évidence. Les ARNm eucaryotes, en plus de leur cadre de lecture, contiennent des informations situées dans leurs régions non traduites à leurs extrémités 5’ et 3’, appelées également régions 5’UTR  et  3’UTR  (UnTranslated  Region),  qui  régissent  leur  synthèse  protéique  finale.  Pour s’adapter  aux  nombreux  stress  environnementaux,  les  cellules  ont  recours  à  une reprogrammation génétique dynamique et coordonnée de l’expression des gènes. La traduction qui  est  l’étape  finale  de  l’expression  de  l’information  génétique,  est  un  processus  très  régulé. Ainsi lorsque les cellules sont exposées à différents stress génotoxiques ou oxydatifs, bien que la synthèse  globale  des  protéines  soit  inhibée,  certains  ARNm  codant  des  protéines  impliquées dans  la  réponse  au  stress,  sont  préférentiellement  traduits.  La  régulation  de  la  traduction permet  donc  aux  cellules  de  répondre  d’une  manière  rapide,  précise  et  adaptée,  aux changements de l’environnement cellulaire. De plus, la dérégulation de cette étape est également associée  à  de  nombreuses  pathologies,  telles  que  le  diabète  ou  le  cancer,  soulignant  ainsi  son rôle primordial dans le maintien de l’homéostasie cellulaire.   Dans cette introduction, nous présenterons d’abord, quelques généralités sur la traduction, plus particulièrement en détaillant les différentes étapes de ce processus, ainsi que les facteurs trans (protéines  de  liaison  aux  ARNm ;  microARN)  impliqués  dans  sa  régulation.  Nous  aborderons ensuite  d’une  part  les  différents  mécanismes  mis  en  jeu  dans  l’inhibition  générale  de  la traduction  sous  stress  et  d’autre  part  ceux  impliqués  dans  la  régulation  spécifique  des ARNm sous stress. 
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I. La traduction des ARNm chez les eucaryotes   La  traduction  chez  les  eucaryotes  s’effectue  en  trois  étapes  :  initiation,  élongation  et terminaison. Chaque étape requiert des facteurs de traduction (facteurs d’initiation eIF, facteurs d’élongation  eEF,  facteurs  de  terminaison  eRF)  qui  sont  associés  de  manière  transitoire  aux ribosomes.  Les  ribosomes  sont  des  complexes  ribonucléoprotéiques,  comprenant  chez  les eucaryotes,  quatres  molécules  d’ARN  ribosomique  (ARNr)  et  plus  de  80  protéines.  Ils  sont organisés en deux sous‐unités : la petite sous‐unité ribosomique 40S et la plus grande sous‐unité ribosomique 60S (S correspondant à l’unité de sédimentation le Svedberg). L’assemblage de ces deux  sous‐unités  forme  le  complexe  ribosomique  80S.  Leur  fonction  est  de  traduire  le  code génétique en acides aminés, à partir des codons (triplets de nucléotides) présents sur  les ARN messagers  (ARNm).  Les  ribosomes  se  déplacent  donc  le  long  de  l’ARNm  et  catalysent l’assemblage  des  acides  aminés,  portés  par  les  ARN  de  transfert  (ARNt),  en  chaînes polypeptidiques. 
I.1. Les différentes étapes de la traduction 
I.1.1. Initiation de la traduction  L’initiation  de  la  traduction  commence  par  la  formation  du  complexe  de  pré‐initiation  43S  (§ I.1.1). Ensuite, deux mécanismes distincts peuvent avoir lieu : 
• soit le complexe de pré‐initiation 43S est recruté au niveau de la coiffe de l’ARNm, puis balaye  la  région 5’UTR  jusqu'à  la  reconnaissance du  codon d’initiation.  Ce mécanisme est communément appelé « initiation dépendante de la coiffe » (§ I.1.2). 
• soit  le  complexe de pré‐initiation 43S est  recruté au niveau de  séquences particulières appelées IRES (Internal Ribosomal Entry Site) situées au niveau de la région 5’UTR des messagers. C’est l’initiation de la traduction dépendante d’une séquence IRES (§ I.1.3). Après  la  reconnaissance  du  codon  initiateur,  la  sous‐unité  ribosomique 60S  est  recrutée  pour former le complexe ribosomique 80S (§ I.1.4).   
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Figure 1 : Initiation de la traduction dépendante de la coiffe chez les eucaryotes  (1) Dissociation du complexe de post‐terminaison.(2) Formation du complexe ternaire eIF2‐GTP‐tRNA met i (3) Formation du complexe de pré‐initiation 43S comprenant la sous‐unité 40S, eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF2‐GTP‐tRNA met i (4) Le complexe eIF4F, composé de eIF4E, eIF4A, et eIF4G, s’associe à la coiffe de l’ARNm et à PABP, entraînant une circularisation de l’ARNm. (5) Recrutement du complexe 43S au niveau de l’ARNm par  interaction  avec  le  complexe  eIF4F.  (6)  Le  complexe  43S  balaye  alors  la  région  5’UTR  jusqu’à  la reconnaissance du codon d’initiation. (7) Reconnaissance du codon AUG, et  formation du complexe 48S, suivis  de  l’hydrolyse  du  GTP  lié  à  eIF2‐GTP.  (8)  Liaison  de  la  sous‐unité  60S  au  complexe  48S  et dissociation des facteurs eIF1, eIF3, eIF4B, eIF4F et eIF5 par la liaison de eIF5B. (9) L’hydrolyse du GTP de eIF5B  et  la  dissociation  des  facteurs  eIF1A  et  eIF5B‐GDP  permettent  la  formation  du  ribosome  80S capable d’initier l’étape d’élongation de la synthèse protéique (Jackson R J, 2010). 
14  
I.1.1.1. Formation du complexe de pré‐initiation 43S  Lors  de  l’initiation  de  la  traduction,  la  liaison  de  l’ARNtimet  à  la  sous‐unité  ribosomique  40S nécessite un  complexe  ternaire,  qui  est  constitué,  en plus de  l’ARNti  met,  du  facteur d’initiation eIF2, et du GTP. La liaison du complexe ternaire eIF2‐GTP‐ARNtimet à la sous‐unité ribosomique 40S est favorisée par les facteurs eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF5, et permet la formation du complexe de  pré‐initiation  43S  (Asano  et  al.  2001).  La  liaison  du  GTP  à  eIF2  est  l’étape  limitante  de l’assemblage du complexe ternaire. L’échange du GDP en GTP est catalysé par  la GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) eIF2B. La sous‐unité ribosomique 40S, nécessaire à l’initiation de la traduction, provient généralement de  la dissociation du complexe ribosomique 80S. Cette dissociation est  favorisée par  la  liaison des  facteurs  eIF3,  eIF1  et  eIF1A  à  la  sous‐unité  40S  (Chaudhuri  et  al.  1999;  Kolupaeva  et  al. 2005; Pisarev et al. 2007) et du facteur eIF6 à la sous‐unité 60S (Si et al. 1999 ; Ceci et al. 2003; Miluzio et al. 2009). La  liaison de ces  facteurs crée un encombrement stérique qui empêche  la réassociation  des  sous‐unités  ribosomiques  entre  elles.  Dans  certaines  circonstances, notamment  lorsque  la  concentration  en  Mg+,  connue  pour  stabiliser  l’association  des  sous‐unités  ribosomiques  est  élevée,  la  dissociation  du  complexe  ribosomique  nécessite  la  liaison d’un facteur protéique supplémentaire ABCE1 (ATP Binding cassette subfamily E member1) qui se lie à la sous‐unité ribosomique 40S (Pisarev et al. 2010).  
I.1.1.2. Initiation de la traduction dépendante de la coiffe des ARNm 
A. Recrutement du complexe de pré‐initiation 43S au niveau de la coiffe 
des ARNm  Pour la plupart des ARNm, le recrutement du complexe de pré‐initiation 43S se fait au niveau de la  coiffe  à  l’extrémité  5’  des  messagers.  Le  recrutement  du  complexe  de  pré‐initiation  43S implique la coordination entre le déroulement de structures secondaires, situées dans la région 5’UTR des ARNm, et l’établissement d’interactions entre le facteur eIF3 et le complexe protéique eIF4F. Le complexe eIF4F est composé de plusieurs protéines qui incluent :                     (i) eIF4E qui se lie directement à la coiffe des ARNm.                   (ii)  eIF4A  qui  possède  une  activité  ARN  hélicase  ATP  dépendante,  lui  permettant  de dérouler  les  structures  secondaires.  Cette  activité  hélicase  est  aussi  stimulée  par  deux  autres facteurs de l’initiation de la traduction, eIF4B et eIF4H (Rogers et al. 1999 ; Svitkin et al. 2001 ; Marintchev et al. 2009).                  (iii) eIF4G qui peut être considéré comme un adaptateur moléculaire. Il relie d’une part eIF4E au complexe 43S et augmente l’affinité de ce dernier pour la coiffe des ARNm (Gross et al. 
15  
2003).  Il relie également  le complexe d’initiation de  la  traduction à  la protéine PABP (poly (A) Binding Protein), un facteur d’initiation de la traduction, qui est lié à la queue poly (A) des ARNm au niveau de leur extrémité 3’, et qui favorise le recrutement des ribosomes à l’extrémité 5’ des ARNm (Gallie 1998; Kahvejian et al. 2005; Derry et al. 2006 ). Cette dernière interaction induit une conformation circulaire de l’ARNm au cours de la traduction, rapprochant les régions 5’UTR et 3’UTR des ARNm, et permettant ainsi à des  facteurs protéiques situés dans  la  région 3’UTR des  ARNm,  de  réguler  la  traduction  en  interagissant  avec  des  facteurs  de  l’initiation  de  la traduction, localisés à proximité de la coiffe des ARNm (Wells et al. 1998).  
  
Figure 2 : Recrutement du complexe de pré­initiation 43S au niveau de la coiffe des ARNm.  Le  complexe de pré‐initiation 43S est  recruté au niveau de  la  coiffe  à  l’extrémité 5’ des ARNm par  son interaction avec le complexe eIF4F. Le complexe eIF4F comprend 3 facteurs protéiques : eIF4E, relié à la coiffe des ARNm, eIF4G et eIF4A  (une ARN hélicase aidée par eIF4B).  eIF4G, par  sa  capacité à  interagir respectivement avec eIF4E et eIF3, permet de relier la coiffe des ARNm à la sous‐unité 40S des ribosomes. La circularisation de l’ARNm est engendrée par la liaison entre eIF4G et PABP (Poly(A) Binding Protein) qui est liée à la queue poly A, située à l’extrémité 3’des ARNm (D’après Spriggs, 2008).  
B. Balayage de la région 5’ UTR  Le  complexe  de  pré‐initiation  43S,  après  son  attachement  sur  l’ARNm,  balaye  l’ARNm dans  le sens 5’‐3’ à partir de la coiffe jusqu’au codon d’initiation. Plusieurs observations expérimentales ont permis d’établir ce modèle. Des études in vitro réalisées par l’équipe de Kozak, montrent que l’insertion  d’une  structure  tige‐boucle  de  faible  énergie  (∆G=‐30kcal/mol)  à  proximité  de  la coiffe (15 nucléotides), empêche la liaison de la sous‐unité 40S au niveau de la coiffe, alors que l’insertion  de  la  même  structure  à  52  nucléotides  de  l’extrémité  5’  UTR  n’a  pas  d’effet  sur l’efficacité de traduction. Cela montre que le complexe d’initiation de la traduction, après s’être lié à la coiffe des ARNm, a la capacité de dérouler des structures secondaires, dont la stabilité est faible,  pour progresser  jusqu’au  codon d’initiation.  Par  contre,  l’insertion d’une  structure plus stable (∆G=‐61kcal/mol) réduit l’efficacité de traduction par arrêt du complexe de pré‐initiation 
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43S au niveau de cette structure (Kozak 1989b; Kozak 1998). De plus, un codon AUG inséré en amont  du  site  d’initiation  naturel  est  préférentiellement  utilisé.  Ceci  est  cohérent  avec l’existence  d’un  processus  de  balayage  dans  lequel  le  complexe  de  pré‐initiation  43S  se  fixe  à l’extrémité 5’ de  l’ARNm, progresse  le  long de celui  ci  et  s’arrête dès qu’il  rencontre un codon d’initiation (Kozak 1989a; Matsuda et al. 2006).  Le processus de balayage doit permettre le déroulement des structures secondaires situées dans la région 5’UTR des ARNm et le déplacement des ribosomes le long de celui‐ci. Dans le cas où la région  5’UTR  des  ARNm  est  dépourvue  de  structures  secondaires  très  stables,  les  facteurs canoniques de l’initiation présents dans le complexe de pré‐initiation 43S ou dans le complexe eIF4F,  sont  généralement  suffisants pour  assister  ce processus.  Le  rôle des différents  facteurs tels  que  eIF1,  eIF1A,  eIF3  et  eIF4G,  est  étroitement  lié  à  leurs  autres  fonctions,  comme  le recrutement du complexe ternaire eIF2‐GTP‐ARNtmet et la liaison du complexe de pré‐initiation 43S au niveau de la coiffe (Pestova et al. 2002; Prevot et al. 2003). Des études récentes de cryo‐microscopie  électronique  montrent  que  la  liaison  de  ces  différents  facteurs  sur  l’ARNm,  au niveau de certains sites du ribosome, induit des changements de conformation de la sous‐unité ribosomique 40S, qui la rend compétente pour assurer le balayage de la région 5’UTR des ARNm (Passmore et al. 2007; Pisarev et al. 2008; Marintchev et al. 2009).  Enfin  lorsque  les  régions 5’UTR des ARNm sont  très structurées,  le balayage nécessite  l’action d’ARN  hélicases  supplémentaires,  comme  par  exemple  la  protéine  DExH  box,  appelée  DHX29 (Pisareva et al. 2008).   
C. Reconnaissance du codon d’initiation  Le  balayage  de  la  région  5’UTR  par  le  complexe  ribosomique  s’arrête  quand  celui‐ci  se  lie  de manière  stable  au  codon  d’initiation.  Le  codon  d’initiation  de  la  traduction  est  en  général  un codon AUG, mais les codons CUG ou plus rarement ACG, GUG, UUG, AUA, AUC peuvent également jouer  le  rôle  de  codon  initiateur  (Touriol  et  al.  2003).  Le  complexe  ainsi  assemblé  est  appelé complexe d’initiation 48S. La reconnaissance du codon d’initiation par l’anticodon de l’ARNtimet requiert  un  contexte  nucléotidique  optimal  autour  du  codon  d’initiation.  Une  séquence consensus GCCCA/GCCAUGG a  été  décrite  par Kozak.  Cette  séquence  est  caractérisée  par  une purine en  ‐3 et un G en position +4 (le +1 étant  le A de AUG) (Kozak 1986). eIF1  joue un rôle déterminant pour maintenir la fidélité de l’initiation de la traduction. Il permet au complexe 43S de distinguer les codons d’initiation situés dans un contexte favorable, de ceux présents dans un mauvais  contexte  d’initiation.  eIF1  empêche  également  une  initiation  au  niveau  de  sites aberrants. En effet, il favorise la dissociation du complexe 43S si l’appariement codon/anticodon ne  s’est  pas  effectué  correctement  (Pestova  et  al.  1998a;  Pestova  and  Kolupaeva  2002  ). 
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L’appariement  du  codon  avec  l’anticodon  est  accompagné  de  l’interaction  de  eIF1A  à  la  sous‐unité 40S et du déplacement de eIF1 au niveau du site P du ribosome, qui loge l’ARNt, contenant la  chaine  polypeptidique  naissante.  Ceci  est  suivi  d’une  modification  de  la  conformation  du ribosome où  l’ARNm est enfermé à  l’intérieur du complexe ribosomique (Lomakin et al. 2003; Maag et al. 2005).  
I.1.1.3. Initiation de la traduction dépendante d’une séquence IRES  L’initiation  de  la  traduction  par  entrée  interne  des  ribosomes  permet  de  contourner  le recrutement des  ribosomes au niveau de  la  coiffe,  pour  traduire  certains ARNm cellulaires ou viraux  qui  contiennent  des  séquences  particulières  appelées  IRES  (Internal  Ribosomal  Entry Site) dans leur région 5’ UTR. Celles–ci se présentent sous la forme de structures secondaires en tige‐boucle  avec  éventuellement  des  structures  tertiaires  produites  par  l’enchevêtrement  des premières,  formant  par  exemple  des  pseudonoeuds  (Vagner  et  al.  2001;  Komar  et  al.  2005; Fitzgerald et al. 2009).  Les  séquences  IRES ont  été  initialement découvertes  en 1988 chez  les picornavirus. Bien que ces  messagers  ne  possèdent  pas  de  coiffe  à  leur  extrémité  5’,  ils  sont  pourtant  traduits  de manière efficace par un mécanisme indépendant du recrutement des ribosomes au niveau de la coiffe (Jang et al. 1988 ; Pelletier et al. 1988a). Pour certains ARNm, l’initiation de la traduction par des  séquences  IRES est  indépendante de  la présence ou de  l’intégrité de  certains  facteurs canoniques de la traduction comme eIF4E (Hellen et al. 2001), eIF4G et eIF4B, qui sont clivés par les  caspases  lors  d’une  infection  virale  ou  de  processus  apoptotiques  (Clemens  et  al.  2000; Komar and Hatzoglou 2005). Le  recours aux différents  facteurs  canoniques pour  la  traduction des IRES virales  dépend notamment de leur structure et a permis d’établir une classification des IRES virales. L’initiation de la traduction des IRES des picornavirus de classe I et II  implique la liaison d’un domaine de l’IRES aux facteurs eIF4G et eIF4A (Lomakin et al. 2000 ; de Breyne et al. 2009). Le complexe eIF4G‐eIF4A recrute le complexe de pré‐initiation 43S indépendamment de eIF4E. Pour les IRES de type III comprenant les IRES du virus de l’hépatite C, le recrutement de la sous‐unité ribosomique 40S se fait par interaction avec le facteur eIF3. La liaison du complexe 43S  au  niveau  du  codon  d’initiation  ne  requiert  aucun  des  facteurs  du  complexe  eIF4F, mais nécessite l’intervention du facteur eIF2 (Pestova et al. 1998b ; Kruger et al. 2000). L’initiation de la traduction par les IRES de la classe IV, comprenant l’IRES du Cricket Paralysis Virus, constitue l’exemple  extrême.  En  effet,  elle  est  indépendante  du  tRNAi  met  et  ne  requiert  aucun  facteur canonique de  la  traduction  (Wilson  et  al.  2000).  La  structure  tridimensionnelle  de  cette  IRES, très complexe, organisée par trois domaines différents, composés chacun de pseudo‐nœuds, lui 
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permet  de  recruter  directement  la  sous‐unité  40S.  Un  de  ces  domaines  mime  l’appariement codon/anti codon et occupe le site P de la sous unité‐40S (Kanamori et al. 2001; Jan et al. 2002 ).   La découverte de  ce mécanisme de  traduction  indépendant de  la  coiffe  s’est  ensuite  répandue aux ARNm cellulaires coiffés à leur extrémité 5’ (Vagner et al. 1995; Bonnal et al. 2003; Stoneley et  al.  2004).  Même  si  l’existence  des  IRES  est  bien  documentée  pour  les  ARNm  viraux,  la compréhension de la fonction et de la régulation des IRES cellulaires évolue encore aujourd’hui. Certes,  les  IRES  sont  retrouvées  le plus  souvent dans des ARNm contenant une  longue  région 5’UTR,  très  structurée  et  riche  en  CG,  cependant  les  IRES  cellulaires  ne  présentent  aucune homologie  de  structure  ou  de  séquence  permettant  de  prédire  leur  présence  au  niveau  d’un ARNm (Baird et al. 2006). Par conséquent, l’identification se fait de manière individuelle, à l’aide de systèmes basés sur l’utilisation de constructions plasmidiques biscistroniques (Pelletier et al. 1988b). Ces constructions possèdent deux cadres ouverts de lecture, appelé ORF (Open Reading Frame)  ou  cistron,  qui  codent  pour  des  gènes  rapporteurs  dont  on  peut  mesurer  l’activité enzymatique.  Les  deux  cistrons  sont  séparés  par  la  séquence  IRES  putative.  L’expression  du premier cistron permet de mesurer l’initiation de la traduction dépendante de la coiffe, alors que celle du second reflète l’efficacité de traduction initiée par l’IRES. Par la suite, l’utilisation de ces constructions biscistroniques a été remise en cause, du fait qu’elle engendre certains biais dans la  mise  en  évidence  d’une  séquence  IRES  (Kozak  2003).  En  effet,  l’existence  de  promoteur cryptique (Han, B. et al. 2002; Verge et al. 2004 ) ou de sites cryptiques d’épissage (Van Eden et al.  2004)  au  sein  de  la  région  5’UTR  étudiée,  peut  générer  des  ARNm  monocistroniques supplémentaires  qui  viennent  fausser  l’interprétation  de  l’activité  IRES.  L’utilisation  de  ce système nécessite donc d’être  couplée à des expériences  supplémentaires afin de  s’assurer de l’absence  d’éventuels  transcrits  remaniés  ,  comme  par  exemple  la  transfection  d’ARNm bicistroniques transcrits in vitro (Cammas et al. 2007).  En  plus  de  l’intervention  de  facteurs  canoniques  de  l’initiation,  la  traduction  des  IRES  virales requiert d’autres facteurs cellulaires, appelés ITAF pour « IRES Trans Acting Factor ». Le recours aux ITAF pour la traduction IRES‐dépendante a été mis en évidence par plusieurs observations. Tout  d’abord,  l’activité  IRES  des  picornavirus  est  spécifique  du  type  cellulaire.  Les  IRES  des poliovirus et des rhinovirus permettent une traduction efficace dans des cellules Hela ou Kreb2, mais  cette  activité  est  faible  dans  des  essais  de  traduction  in  vitro  utilisant  des  lysats  de réticulocytes  de  lapin.  La  traduction  IRES‐dépendante  est  plus  efficace  lorsque  les  lysats  de réticulocytes  de  lapin  sont  supplémentés  par  des  extraits  de  cellules  Hela,  qui  contiennent certaines  ITAF  nécessaires  à  leur  activité  (Svitkin  et  al.  1988  ;  Hunt  et  al.  1999a;  Hunt  et  al. 1999b).  De  la  même manière,  les  IRES  cellulaires  ont  des  activités  différentes  lorsqu’ils  sont 
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transfectés dans différentes lignées cellulaires. La traduction de séquences IRES est relativement inactive dans des systèmes de reconstitution  in vitro, mais peut être stimulée par  l’addition de protéines  exogènes.  Ceci  suggère  que  la  structure  seule  des  IRES  n’est  pas  suffisante  pour conférer leur activité et qu’elle nécessite l’action de facteurs cellulaires agissant en trans (Bonnal et al. 2005; Cammas et al. 2007) .   
 
Figure 3 : Deux exemples illustrant le rôle des ITAF dans la traduction IRES dépendante La liaison de unr au niveau de l’IRES d’Apaf­1(a) ou de hnRNP E1 au niveau de l’IRES de Bag­1 (b) ouvre certaines boucles de la structure des IRES pour permettre la fixation de PTB. La fixation de PTB au niveau de ces IRES, modifie leur structure en créant une région simple brin qui s’apparente à une plate‐forme non structurée, facilitant le recrutement de la sous‐unité 40S (D’après Spriggs 2005).  Par analogie avec le mécanisme de recrutement de la sous‐unité ribosomique 40S au niveau de la  coiffe  d’un  messager  qui  met  en  jeu  de  multiples  interactions  protéine‐protéine  entre  les facteurs canoniques d’initiation de la traduction et les ribosomes, il a été proposé que les ITAF puissent  agir  telles  des  chaperonnes  en  modifiant  la  structure  de  l’IRES,  pour  favoriser  le recrutement de  la sous‐unité 40S. Deux exemples permettent d’illustrer cette  idée. Le premier montre que la  liaison de unr sur l’IRES apaf­1 remodèle la structure de l’IRES qui expose alors un nouveau site de fixation pour PTB. La liaison de PTB restructure l’IRES en créant une région simple brin, qui permet le recrutement de la sous‐unité ribosomique 40S (Mitchell et al. 2003) (Figure  3(a)).  Le  deuxième  exemple  est  celui  de  l’IRES  de  Bag­1  où  la  liaison  de  hnRNP  E1 permet d’ouvrir  la structure de l’IRES pour permettre la fixation de PTB. La restructuration de l’IRES de Bag­1,  engendrée par  la  liaison des  facteurs PTB et  hnRNP E1,  permet de  créer une 
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région simple brin nécessaire au recrutement de la sous‐unité 40S (Figure 3(b))(Pickering et al. 2003).  Ainsi un certain nombre d’ITAF,  requises pour  l’activité optimale d’IRES spécifiques virales ou cellulaires  ont  été  identifiées  (Tableau  1).  Nous  pouvons  constater  qu’une  même  ITAF  peut contrôler l’activité de plusieurs IRES, de manière positive ou négative : hnRNP A1 par exemple, favorise  la  traduction  des  IRES  de  c­myc  et  de  fgf­2  (Bonnal  et  al.  2005;  Jo  et  al.  2008) mais inhibe la traduction des IRES de xiap et d’apaf­1 (Cammas et al. 2007; Lewis, S. M. et al. 2007 ). Par ailleurs, une séquence  IRES peut être régulée par plusieurs  ITAF, par exemple  l’IRES de c­
myc est régulée par PTB et YB1 (Cobbold et al. 2010) mais aussi par hnRNP E et hnRNP K (Evans et al. 2003), hnRNP A1  (Jo et al. 2008) et hnRNP C1/C2  (Kim,  J. H.  et  al. 2003). Les  ITAF sont donc des composants de complexes ribonucléoprotéiques qui permettent de réguler de manière très fine la traduction d’ARNm contenant une séquence IRES, en fonction du contexte cellulaire. Il  existe  même  des  boucles  d’autorégulation  des  ITAF  entre  elles.  Par  exemple,  unr  et  PTB contrôlent  la  traduction  IRES  de  unr  (Cornelis  et  al.  2005).  Les  ITAF  peuvent  entrer  en compétition pour la régulation de la traduction IRES dépendante. C’est le cas de hnRNP C1/C2, qui  se  lie  au  niveau  de  l’IRES  de unr,  lors  de  la mitose  en  favorisant  sa  traduction,  alors  que, parallèlement, dans ces conditions, PTB et unr, qui sont des régulateurs négatifs de l’IRES de unr, sont dissociés de cette IRES (Schepens et al. 2007). Certaines ITAF peuvent aussi coopérer pour réguler une IRES, tels que hnRNPL et PTB qui agissent de concert, pour stimuler la traduction de l’IRES  de  cat­1  lorsque  les  cellules  sont  privées  en  sérum  (Majumder  et  al.  2009).  Les  ITAF peuvent également réguler une séquence IRES de manière synergique, c’est  le cas par exemple de  YB‐1  et  PTB.  Des  études  in  vitro  montrent  que  ces  protéines,  de  manière  individuelle, multiplient  l’activité IRES de c­myc par deux, alors qu’ensemble elles augmentent cette activité d’un facteur 6 (Cobbold et al. 2010).            
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ITAF  ARNm cible  
 Type de 
régulation  
Condition particulière / 
remarque 
 référence 
PTB  xiap  ‐    (Baird et al. 2007)   unr  ‐    (Cornelis et al. 2005)   hif­1  +  Hypoxie  (Schepens et al. 2005)   Bag­1  +  Vincristine  (Pickering et al. 2003; Dobbyn et al. 2008)   apaf1  +    (Mitchell et al. 2003)   bip  ‐    (Kim et al. 2000)   Igf1r  +  Insuline  (Giraud et al. 2001; Spriggs et al. 2009)   c­myc   +  IRES mutée dans les myelomes  (Cobbold et al.2010) 
  Coxsakievirus B3  + 
La liaison de PTB sur deux sites spécifiques, situés dans les régions 3’UTR et 5’UTR, est nécessaire pour l’activité de l’IRES 
(Verma et al.2010) 
  VHC  +    (Gosert et al. 2000)   rhinovirus  +    (Borman et al. 1993)   EMCV  +    (Hellen et al. 1993; Kaminski et al. 1995; Kim et al. 1999)   HVA  +    (Gosert et al. 2000)   Irf­2  +  Nécessaire pour l’interaction d’autres facteurs trans   (Dhar et al. 2009)   cat­1  +  Privation en sérum  (Majumder et al. 2009)   p53  +  Doxorubicine  (Grover et al. 2008)   P27 (KiP 1)  +  TPA (différenciation)  (Cho et al. 2005)  hnRNP E  c­myc  +     (Evans et al. 2003) 
  bag­1  + association avec PTB  Vincristine  (Pickering et al. 2003; Dobbyn et al. 2008)   VHA  +    (Graff et al. 1998) 
hnRNP K  c­myc 
+ association avec hnRNP E    (Evans et al. 2003)          
hnRNP A1  Fgf­2  +    (Bonnal et al. 2005)   xiap  ‐  Choc osmotique  (Lewis et al. 2007)   Apaf­1  ‐  UVC  (Cammas et al. 2007)   Rhinovirus 2  +  Infection virale  (Cammas et al. 2007) 
  c­myc / cycline 1  + 
Rapamycine   ‐Activation akt  Phosphorylation de  hnRNP A1  inhibe l’effet de hnRNPA1 sur la traduction IRES dépendante 
(Jo et al. 2008) 
  c­myc  +  Stimulation IL6  
  Phosphorylation de hnRNP A1  (Shi et al. 2008) 
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hnRNP C1/C2  unr 
+ compétition avec PTB  Mitose   (Schepens et al. 2007)   c­myc  +  Cycle cellulaire  (Kim et al. 2003)   xiap  +   Apoptose, ischémie  (Holcik et al. 2003; Spahn et al. 2008)   Pdgf2  +  Différenciation cellulaire  (Sella et al. 1999) 
hnRNP L  Cat­1  +  Privation en serum  (Majumder et al. 2009)   VHC  +    (Hahm et al. 1998; Hwang et al. 2009) 
unr  apaf­1  +    (Mitchell et al. 2003) 
  unr  ‐ compétition avec C1/C2    (Schepens et al. 2007) 
YB­1  c­myc  +  IRES mutée dans les myelomes  (Cobbold et al. 2010) 
hnRNP Q  aanat  +  Cycle circadien  (Kim et al. 2007) 
hnRNP D  VHC  +    (Paek et al. 2008) 
hnRNP H  Shm1  + 
‐ UV ‐ Coopération avec CUGBP1 qui se lie sur la région 3’UTR  circularisation de ARNm ⇑ activité IRES  
(Fox et al. 2009; Fox et al. 2009) 
La 
Poliovirus / VHC / 
EMCV 
+    (Ali et al. 1997; Kim and Jang 1999; Shimazaki et al. 2002; Costa‐Mattioli et al. 2004)   xiap / Bip  +    (Holcik et al. 2000; Kim et al. 2001) 
NSAP1  bip  +  Choc thermique  (Cho et al. 2007)   VHC  +  Liaison sur une région riche en A au niveau de l’ORF  (Kim et al. 2004) 
SRp20  poliovirus  +  Interaction avec hnRNP‐E2  (Bedard et al. 2007) 
HuR  xiap  +  Etposide  (Durie et al.2011) 
  P27  ‐    (Kullmann et al. 2002) 
RBM4  Vecteur   +  Stress (arsenic)  Phosphorylation de  RBM4, ⇑ l’association de eIF4A   (Lin et al. 2007) 
ITAF 45  FMDV  +  En association avec PTB  (Pilipenko et al. 2000) 
DAP5  c­myc  +  Apoptose Activée par les caspases  (Henis‐Korenblit et al. 2002)   apaf_1  +    (Henis‐Korenblit et al. 2002)   xiap  +    (Henis‐Korenblit et al. 2002)   dap­5  +    (Henis‐Korenblit et al. 2002) 
GAPDH  HVA  ‐  Compétition avec PTB  (Yi et al. 2000) 
nucleoline 
Poliovirus / 
rhinovirus 
+    (Izumi et al. 2001) 
 
Tableau  1 :  Exemple  d’ITAF  impliquées  dans  la  régulation  de  la  traduction  IRES  dépendante 
d’ARNm viraux (gris) ou cellulaires (Blanc). Legende (+) activation ; (‐) inhibition 
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I.1.1.4. Cas particulier de l’initiation de la traduction de l’ARNm de l’histone 
H4 : initiation interne de la traduction assistée par la coiffe  En  étudiant  la  traduction  de  l’ARNm  de  l’histone  H4 murine,  l’équipe  de  Eriani  identifie  un nouveau mécanisme d’initiation de la traduction, qui peut être considéré comme un mécanisme intermédiaire entre  le mode canonique d’initiation de  la  traduction dépendant de  la coiffe des ARNm cellulaires et celui de l’initiation de la traduction dépendant d’une séquence IRES (Figure 4). Le complexe de pré‐initiation 43S peut    initier la traduction de l’ARNm de l’histone H4 sans avoir recours au processus de balayage de la région 5’UTR, dans la mesure où les délétions des régions UTR de  l’ARNm de  l’histone H4  , ne modifient que  faiblement  l’efficacité de  traduction. Par contre, la présence de la coiffe à l’extrémité 5’ de l’ARNm de l’histone H4 est nécessaire pour sa traduction, suggérant que des facteurs associés à la coiffe sont requis pour sa traduction.    
 
  
Figure 4 : Initiation interne de la traduction de l’ARNm de l’histone H4 assistée par la coiffe. L’ORF de l’ARNm de l’histone H4 contient deux séquences structurées :    la première forme une structure en hélice contenant trois tige‐boucle, située à 19 nucléotides en aval du codon d’initiation. Cette structure se lie à la coiffe de l’ARNm de l’histone H4 et la sequestre.  La seconde séquence structurée 4E‐SE, permet de recruter le facteur eIF4E, indépendamment de sa liaison à la coiffe. En revanche,  la liaison de eIF4E à la séquence 4E‐SE induit un changement de conformation du complexe eIF4F, qui va  permettre d’une part à eIF4E de se lier à la coiffe de l’ARNm de l’histone H4 (1) ; d’autre part, de rapprocher le facteur eIF4A  au niveau de la structure en hélice (2). Grâce à son activité RNA hélicase le facteur eIF4A déroule la stucture en hélice proche du codon d’initiation  et facilite ainsi le recrutement du complexe de pré‐initiation 43 S sur l’ARNm de l’histone H4  et donc sa traduction (Martin, 2011).  D’une  manière  similaire  à  la  traduction  des  ARNm  dépendante  d’une  séquence  IRES,  la traduction  de  l’ARNm  de  l’histone  H4  est  dépendante  de  séquences  structurées.  Mais contrairement aux séquences IRES, les deux séquences structurées de l’ARNm de l’histone H4  ne sont pas situées dans sa région 5’UTR, mais au niveau de son ORF. La première structure forme 
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une hélice contenant trois tige‐boucle et est située à 19 nucléotides en aval du codon d’initiation. Cette structure se lie à la coiffe de l’ARNm de l’histone H4 et la sequestre. La deuxième structure présente dans l’ORF de l’ARNm de l’histone H4 ressemble à la structure de 4E‐SE (4E‐Sensitive Element). La structure 4E‐SE a été identifiée initialement dans l’ARNm de la cyclin D1 (Culjkovic et al. 2006) et  lui permet de s’associer au facteur eIF4E au niveau de son domaine N‐terminal, qui  est  différent  de  son  domaine  de  liaison  à  la  coiffe.  Ainsi  la  structure  4E‐SE  de  l’ARNm de l’histone H4 permet le recrutement de eIF4E, indépendamment de la liaison de eIF4E à la coiffe de l’ARNm. Par contre, la liaison de eIF4E au niveau de la structure 4E‐SE induit un changement de conformation du complexe eIF4F, qui a plusieurs conséquences :  ‐ le facteur  eIF4F est alors capable d’interagir avec la première structure en hélice située en aval et de se lier à la coiffe de l’ARNm de l’histone H4, en la déplaçant hors de cette structure  ‐  le rapprochement   du complexe eIF4F au niveau de  la première structure en hélice permet à l’hélicase eIF4A de dérouler  les structures secondaires de cette région. Le remodelage de cette région  facilite alors  l’accès du complexe de pré‐initiation 43S et  favorise ainsi  la  traduction de l’ARNm de l’histone H4 (Ingolia 2011; Martin, F. et al. 2011).  Cette  étude  souligne  le  rôle  essentiel  joué  par  la  structure  des  ARNm  dans  les  mécanismes d’initiation de la traduction. Ainsi, certaines structures permettent   de recruter des facteurs de traduction,  alors  que  d’autres  régulent  le  recrutement  du  complexe  de  pré‐initiation  43S  en fonction de leur degré de structuration.  
I.1.1.5. Recrutement de la sous‐unité 60S et formation du ribosome 80S  La  reconnaissance  du  codon  d’initiation  est  suivie  de  l’hydrolyse  du  GTP  du  facteur  eIF2 (Trachsel et al. 1978). Cette hydrolyse est catalysée par le facteur eIF5 (Chakrabarti et al. 1991; Das  et  al.  2001).  eIF2‐GDP  est  ensuite  recyclé  par  le  facteur  eIF2B,  afin  de  permettre  la formation  d’un  nouveau  complexe  ternaire  (Webb  et  al.  1997).  L’hydrolyse  du  GTP  d’une seconde GTPase, appelée eIF5B, est nécessaire pour l’assemblage du ribosome 80S, qui amorce la synthèse d’un nouveau polypeptide (Pestova et al. 2000).  
I.1.1.6. Réinitiation de la traduction après un petit cadre de lecture uORF  Les  uORF  « Upstream  Open  Reading  Frame »  sont  de  petits  cadres  de  lecture  (<  30  codons) situés dans la région 5’UTR en amont du codon principal AUG. Des premiers travaux menés par Kozak avaient estimé que les uORF ne sont présents que dans 10 % des ARNm de mammifères, et  sont  retrouvés  plus  particulièrement  dans  les  régions  5‘UTR  de  transcrits  codant  des 
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oncogènes,  des  facteurs  de  croissance  ou  des  récepteurs  cellulaires  (Kozak  1987a).  Mais  des analyses génomiques plus récentes ont réévalué ce chiffre, qui atteint à présent 15 à 53 % des ARNm  en  fonction  de  l’organisme  étudié  (Churbanov  et  al.  2005;  Iacono  et  al.  2005).  Cette observation suggère que la régulation de la traduction par la présence de petits uORF est peut‐être un mécanisme plus fréquent que ce qu’on estimait auparavant.  Après la reconnaissance et la traduction d’un uORF, le ribosome peut rester associé à l’ARNm et continuer le balayage de la région 5’UTR pour réinitier la traduction au niveau d’un autre uORF, ou  au  niveau  de  l’ORF  principal  du  gène.  L’efficacité  de  réinitiation  varie  en  fonction  de différents paramètres, tel que la longueur de l’uORF (Rajkowitsch et al. 2004). Le processus de réinitiation est en effet moins efficace après la traduction d’un long uORF en comparaison avec celle  d’un  uORF  plus  court.  Ceci  s’explique  parce  que  certains  facteurs  de  l’initiation  se dissocient  des  ribosomes  pendant  la  phase  d’élongation.  Par  conséquent,  quand  la  phase d’élongation  est  brève,  les  facteurs  requis  pour  la  réinitiation  n’ont  pas  eu  le  temps  de  se détacher des ribosomes (Poyry et al. 2004). La distance entre le codon de terminaison de l’uORF et le codon d’initiation principal AUG détermine également l’efficacité de réinitiation. Une longue distance intercistronique favorise la réinitiation de la traduction. En effet, la réinitiation après la traduction d’un uORF nécessite  le  rechargement du  ribosome en  complexe  ternaire, qui  a  lieu lorsque  le  ribosome  traverse  la  région  intergénique  (Kozak  1987b;  Grant  et  al.  1994).  Dans d’autres circonstances, le ribosome s’arrête au cours de la phase d’élongation ou de terminaison de la traduction de l’uORF et bloque ainsi le processus de balayage du reste de la région 5’UTR. Dans ce cas, la structure du peptide codé par uORF est à l’origine de l’arrêt. Enfin, il a également été mis en évidence que la synthèse d’un uORF peut affecter l’expression d’un gène en altérant la stabilité de l’ARNm (Morris et al. 2000; Sachs et al. 2006).   
I.1.2. Elongation de la traduction  L‘élongation  de  la  chaîne  polypeptidique  repose  sur  l’ajout  d’un  acide  aminé  à  l’extrémité carboxy‐terminale  du  peptide  néosynthétisé.  Le  ribosome  utilise  les  ARNt  comme intermédiaires entre l’ARNm et les acides aminés. La grande sous‐unité ribosomique constitue la partie  catalytique,  permettant  la  synthèse  de  la  liaison  peptidique  entre  les  acides  aminés constitutifs de la protéine. Au sein de la grande sous unité‐ribosomique, il existe trois sites sur lesquels les ARNt portant les acides aminés spécifiques des codons de l’ARNm (amino acyl ARNt) peuvent  se  fixer.  Le  site  P  (Peptidyl)  est  occupé  par  un  ARNt  portant  un  acide  aminé  lié  à  la chaîne  polypeptidique  naissante.  Le  site  A  (Aminoacyl)  est,  quant  à  lui,  occupé  par  un  ARNt porteur d’un acide aminé en attente d’être lié à la chaîne polypeptidique. Le site E (Exit) permet de libérer l’ARNt désacétylé qui ne contient plus d’acide aminé.  
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L’élongation est divisée en deux étapes (Figure 5) :  (i) Le recrutement de l’amino acyl ARNt au niveau du complexe ribosomique 80S. (ii)  La  translocation  du  ribosome  le  long  de  l’ARNm,  lorsque  les  acides  aminés  sont additionnés à la chaîne polypeptidique. Le recrutement de l’amino acyl ARNt au niveau du site A du ribosome est favorisé par le facteur eEF1A‐GTP. La reconnaissance correcte codon/anticodon entre ARNt et ARNm au niveau du site A  du  ribosome,  est  suivie  de  l’hydrolyse  du  GTP  du  complexe  eEF1A  et  de  la  dissociation  du complexe eEF1A‐GDP du ribosome. Cela induit un changement de conformation du ribosome qui est nécessaire pour la formation de la liaison peptidique entre les acides aminés portés par les ARNt situés au niveau des sites A et P du ribosome. Le ribosome subit ensuite une translocation le long de l’ARNm sur une distance précise correspondant à un codon dans la direction 5’‐3’, de manière  à  positionner  l’amino  acyl  ARNt  au  niveau  du  site  P  du  ribosome.  Cette  étape  de translocation est permise par l’hydrolyse du GTP du complexe eEF2‐GTP (Taylor et al. 2007). A la suite de cette translocation, l’amino acyl ARNt méthionine est positionné au niveau du site E du ribosome et le site A est de nouveau disponible pour accueillir un nouvel amino acyl ARNt, de manière à ce qu’un nouveau cycle d’élongation de la chaine polypeptidique puisse recommencer.  
 
 
Figure  5 :  Le  cycle  d’élongation  de  la  chaîne  peptidique  au  cours  de  la  traduction  chez  les 
eucaryotes. Une fois le complexe ribosomique 80S assemblé avec le Met‐ARNtimet au niveau du site P, un amino  acyl  ARNt  portant  le  deuxième  acide  aminé  se  fixe  au  niveau  du  site  A  (1).  Un  changement  de conformation dans le ribosome induit l’hydrolyse du GTP du complexe eEF1A (2). Il y a alors formation de la  liaison  peptidique  (3).  L’hydrolyse  du  GTP  du  complexe  eEF2  induit  un  nouveau  changement conformationnel du ribosome qui provoque  la  translocation d’une  longueur égale à un codon  le  long de l’ARNm et déplace l’ARNti non acylé jusqu’au site E et l’ARNt lié au peptide jusqu’au site P (4). Un nouveau cycle peut alors recommencer avec  la  liaison d’un amino acyl ARNt portant  le troisième acide aminé, au site A désormais libre.  
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I.1.3. Terminaison de la traduction et recyclage des sous‐unités ribosomiques  L’étape finale de la synthèse protéique est l’hydrolyse de la liaison ester du peptidyl ARNt et la libération  du  polypeptide  naissant.  Cette  étape  est  initiée  lorsque  le  complexe  ribosomique rencontre un codon stop (UAA, UGA, UAG) au niveau de l’ARNm, qui est reconnu par le facteur de  terminaison  eRF1.  La  structure  de  eRF1  est  proche  de  celle  d’un  amino  acyl  ARNt.  Cette similitude structurale permet à eRF1 d’occuper le site A du ribosome à la place de l’amino acyl ARNt. eRF1 possède trois domaines :  le premier est  impliqué dans la reconnaissance du codon stop,  le  second  contient  le  motif  conservé  GGQ  qui  est  requis  pour  l’hydrolyse  de  la  liaison peptidique, le troisième contient un site de liaison pour le facteur de terminaison eRF3 (Song, H. et al. 2000). L’équipe de Pestova a proposé un modèle dans lequel  eRF3, grâce à son activité de GTPAse,  et  eRF1  coopèrent  pour  la  reconnaissance  du  codon  stop  et  l’hydrolyse  de  la  liaison ester  du  peptidyl  ARNt  assurant  ainsi  une  libération  rapide  et  efficace  du  peptide  (Figure  6) (Alkalaeva  et  al.  2006).  Les  sous‐unités  ribosomiques  sont  ensuite  dissociées  pour  permettre d’initier un nouveau cycle de traduction. 
 
Figure 6 : Terminaison de la traduction chez les eucaryotes Etape  1:  liaison  des  facteurs  eRF1,  eRF3  et  du  GTP  au  niveau  du  complexe  de  pré‐terminaison  et réarrangement  structurale  des  ribosomes.  Etape  2  :  translocation  du  complexe  de  pré‐terminaison  et réarrangement structural des ribosomes. Etape 3 : hydrolyse du GTP par eRF3. Etape 4 : hydrolyse de la liaison ester qui relie la chaine peptidique à l’ARNt et libération de la chaine peptidique (D’après Alkalaeva EZ, 2006). 
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I.2. Les facteurs trans–régulateurs de la traduction  
I.2.1. Les protéines de liaison aux ARNm ou RBP  On estime que  le génome humain contiendrait plus de 500 protéines capables d’interagir avec l’ARN  (Anantharaman  et  al.  2002).  Ces  protéines  sont  communément  appelées  protéines  de liaison aux ARNm ou RBP (RNA Binding Protein). Parmi elles, certaines sont capables de réguler plusieurs étapes post‐transcriptionnelles de l’expression des gènes, de manière spécifique pour chaque transcrit. Dans les paragraphes suivants nous exposerons les éléments en cis retrouvés dans  les  séquences  d’ARNm,  ainsi  que  les  caractéristiques  des  RBP  qui  permettent  de comprendre  comment  une  RBP  peut  réguler  l’expression  d’un  gène  de  manière  transcrit‐spécifique. Nous  présenterons  ensuite  certaines  protéines  impliquées  dans  la  régulation  de  la traduction.   
I.2.1.1. Fixation des RBP sur des séquences spécifiques des ARNm  Les RBP régulent  la  traduction en se  fixant  sur des  séquences spécifiques des ARNm, qui  sont généralement  localisées  dans  les  régions  non  traduites  5’UTR  ou  3’UTR  des  ARNm,  plus rarement au niveau de  l’ORF. Les séquences  les plus décrites, retrouvées dans  la région 3’UTR des  ARNm,  sont  les  séquences  ARE  (AU‐rich  élément  séquence).  Ces  séquences  ont  été initialement  identifiées  dans  les  régions  3’UTR  d’ARNm  codant  plusieurs  cytokines  ou lymphokines inflammatoires (Caput et al. 1986). Leur rôle direct dans la dégradation des ARNm a  été  mis  en  évidence  par  des  expériences  utilisant  des  systèmes  rapporteurs  dans  lesquels l’insertion  de  la  séquence  ARE  retrouvée  dans  la  région  3’UTR  de  GM‐CSF  (Granulocyte‐Macrophage‐Colony‐Stimulating‐Factor) provoque  leur dégradation  (Shaw et al. 1986). Depuis la  découverte  des  séquences  ARE,  la  liste  des  ARNm  contenant  ce  motif  a  considérablement augmenté.  Une  analyse  bioinformatique  utilisant  le  motif  de  12  nucléotides WWWUAUUUAUWW, où W peut être une adenine ou une uridine, estime que 8 à 12% des génes codent pour des ARNm contenant une séquence ARE (Bakheet et al. 2003). En plus de leur rôle dans  l’instabilité  des  ARNm,  les  séquences  ARE  peuvent  aussi  induire  la  répression  de  la traduction.  Plusieurs  exemples  montrent,  en  effet,  que  des  séquences  ARE  sont  capables  de réguler  la  traduction d’ARNm endogènes ou de rapporteurs, sans modifier  la quantité d’ARNm cytoplasmique  (Kruys  et  al.  1989;  Han,  J.  et  al.  1990;  Grosset  et  al.  2004).  Cependant,  il  est important  de  noter  que  les  protéines  de  liaison  aux  ARNm  peuvent  également  interagir  avec d’autres séquences spécifiques pour réguler la stabilité ou la traduction des ARNm, comme par exemple des séquences riches en GU (GRE) (Kim, H. H. et al. 2008b)  les séquences riches en C 
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(Kim, H. S. et al. 2007a; Sharma et al. 2009), les séquences conservées riches en CU (Reimann et al. 2002) ou les séquences IRES (Cammas et al. 2007).  
I.2.1.2. Implication des domaines de liaison aux ARN des RBP dans leur 
spécificité de liaison    Plusieurs éléments permettent d’expliquer les multiples fonctions des protéines de liaison aux ARNm et leur capacité à se lier à différents ARNm de manière séquence‐spécifique: (i)  il  existe  une  très  grande  diversité  de  domaines  structuraux  protéiques  responsables  de  la reconnaissance de l’ARN. (ii) une RBP est composée de multiples copies de domaine de liaison aux ARN.  (iii)  les  domaines  structuraux  des  RBP  leurs  confèrent  la  capacité  d’interagir  entre  elles. Certaines de ces interactions protéine ‐ protéine sont nécessaires pour augmenter la spécificité de liaison d’une RBP sur une séquence d’ARNm.  
A. Présentation des principaux domaines structuraux des RBP   Chez l’homme, le domaine RRM (RNA Recognition Motif) est le domaine de liaison aux ARN le plus commun et le mieux caractérisé. On estime que 2% des protéines humaines contiennent ce domaine,  le  plus  souvent  en  plusieurs  copies  sur  la même  protéine  ou  associé  avec  un  autre domaine de liaison aux ARN (Maris et al. 2005). Le domaine RRM est composé de 80 à 90 acides aminés et est formé d’un feuillet β à quatre brins antiparallèles et de deux hélices α pour donner la  topologie  (βαββαβ)  (Nagai  et  al.  1990).  La  structure  primaire  du  domaine  RRM  est caractérisée par deux séquences conservées RNP1 et RNP2, localisées au niveau des deux brins centraux  du  feuillet β,  respectivement β3  et β1.  La  surface  du  feuillet β  et  les  deux  séquences RNP2  et  RNP1  vont  permettre  la  reconnaissance  d’au  moins  quatre  nucléotides  (Maris  et  al. 2005).  Trois  résidus  conservés,  présents  dans  les  séquences  RNP1  et  RNP2  jouent  un  rôle important pour la  liaison à  l’ARN : un résidu arginine ou lysine forme des ponts entre  les  liens phosphodiesters  et  deux  résidus  aromatiques  créent  des  interactions  hydrophobes  avec  les bases  nucléiques  (Lunde  et  al.  2007).  Cependant,  des  éléments  de  structures  secondaires, additionnés à la structure canonique permettent à un seul domaine RRM de reconnaître jusqu’à 8 nucléotides. Comme un petit nombre de nucléotides est reconnu par un seul RRM, souvent de multiples  domaines  de  liaison  sont  nécessaires  pour  définir  avec  une  grande  spécificité  une séquence unique de liaison à l’ARN (Auweter et al. 2006). Le domaine KH (hnRNP K homology 
domain) est capable de lier à la fois des ADN et à des ARN simple brin. Ce domaine est composé 
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de 70 acides aminés et contient une séquence (I/L/V)IGXXGXX(I/L/V) (X étant n’importe quel acide  aminé),  située  près  du  domaine  central,  qui  joue  un  rôle  important  pour  sa  liaison  aux acides nucléiques. Les domaines KH sont tous constitués d’un feuillet β à 3 brins et de 3 hélices 
α,  mais  sont  classés  en  deux  sous‐familles  selon  leur  typologie :  βααββα  pour  le  type  I  et 
αββααβ pour le type II (Grishin 2001). Une boucle au centre du domaine GXXG va permettre la reconnaissance  de  4  nucléotides.  Cette  reconnaissance  se  fait  par  des  liens  hydrogènes,  des interactions  électrostatiques  et  par  complémentarité  de  conformation  (Lunde  et  al.  2007).  En plus  des  domaines  RRM  et  des  domaines  KH,  les  protéines  de  liaison  aux  ARNm  peuvent contenir d’autres domaines, communément appelés domaines auxiliaires, car dans  la plupart des cas, ils sont présents au sein de la RBP, en association avec d’autres domaines. On peut citer, par exemple,  le domaine RGG présent dans  la  structure de  certaines hnRNP,  telle que celle de hnRNPA1, où ce domaine, associé à deux autres domaines RRM, intervient dans les interactions de type ARN‐proteine et protéine‐protéine (Cartegni et al. 1996). Le domaine RGG est composé de  20‐25  acides  aminés,  espacés  d’acides  aminés  aromatiques.  Ce  domaine,  est    également présent dans la structure de la protéine FMRP (Fragile X Mental Retardation). Il permet à FMRP, en  association  avec  des  domaines  KH,  de  se  lier  sur  certaines  séquences  très  structurées  des ARNm,  telles que   des séquences G   quadruplex ou  les motifs SoSLIP (sod1 mRNA Stem Loops interacting with  FMRP)  ,  qui  sont  des motifs  d’ARN  structurés  en  tige‐boucle.    (Darnell  et  al. 2001;  Bechara  et  al.  2009).  Les  protéines  SR  possèdent,  en  plus  de  leur  domaine  RRM,  un domaine RS capable d’interagir avec  l’ARN (Shen et al. 2004; Shen et al. 2006). Enfin, d’autres protéines de  liaison aux ARNm contiennent des domaines en doigt de Zinc  (ZnF),  caractérisés par  deux  résidus  cystéines  et  deux  résidus  histidines,  qui  permettent  de  lier  l’ion  Zn.  Ces domaines sont souvent présents en plusieurs copies au sein d’une même protéine, par exemple la tristétraproline TTP contient deux domaines ZnF, qui  lui permettent de se lier à  l’ARNm par établissement  de  liaisons  hydrogènes  (Michel  et  al.  2003;  Hall  2005).  D’autres  protéines impliquées  dans  la  voie  des  siARN  ou  des  miARN  interagissent  avec  l’ARNm  grâce  à  leur domaine PAZ et Piwi  (Lunde et al. 2007). 
B. Les réarrangements structuraux des domaines de liaison aux ARN des 
RBP  La présence de multiples domaines de liaison aux ARN au sein d’un même polypeptide permet d’une part d’augmenter l’affinité des RBP pour les ARNm (Park et al. 2000), mais aussi de former des réarrangements structuraux variés nécessaires pour augmenter la spécificité de liaison des RBP  sur  leurs  ARNm  cibles  (Lunde  et  al.  2007).  Comme  un  domaine  de  liaison  aux  ARN  ne permet  de  lier  qu’une  séquence  courte  de  nucléotides,  l’association  de  plusieurs  domaines  de liaison  aux  ARN  va  permettre  d’augmenter  leur  surface  d’interaction,  pour  reconnaitre  une 
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surface  plus  longue,  des  séquences  séparées  par  plusieurs  nucléotides  ou  des  séquences présentes  sur  des  ARNm  différents  (Figure  7a).  Ce  concept  peut  être  illustré  par  l’exemple extrême  des  protéines  de  la  famille  Pumilio.  Chaque  domaine  de  liaison  de  cette  famille  ne reconnait qu’un seul nucléotide séparément, mais en combinant de multiples répétitions de ce domaine, les protéines Pumillio peuvent se lier avec une grande affinité et une haute spécificité à plus de 8 nucléotides (Wang, X. et al. 2002).   
 
Figure 7 : Rôle des multiples arrangements des domaines de liaison aux ARN dans la spécificité de 
liaison  à  l’ARNm  des  RBP.  (a)  la  combinaison  de  multiples  domaines  de  liaison  à  l’ARN  permet  de reconnaître  une  séquence  plus  longue  (gauche),  ou  plusieurs  séquences  séparées  par  quelques nucléotides  (centre)  ou  des  séquences  situées  sur  des  ARNm  différents  (gauche)  (b)  les  domaines  de liaison à l’ARN peuvent organiser la topologie de l’ARNm par des interactions simultanées avec plusieurs séquences  (c)  certains  domaines  de  liaison  aux  ARN  ne  présentent  aucune  affinité  pour  l’ARNm mais jouent un rôle de modulateur de la structure de la protéine pour qu’elle puisse interagir avec différentes séquences présentes sur l’ARNm (Lunde, 2007)  D’autre part,  l’interaction de plusieurs domaines de  liaison aux ARN d’une RBP permet parfois une réorganisation de la topologie de l’ARN nécessaire à la fonction de la protéine (Figure 7b). Par exemple,  lorsque PTB se  lie à  l’ARN,  ses domaines RRM3 et RRM4  interagissent entre eux pour créer une orientation antiparallèle de l’ARNm. Cette conformation de l’ARN est essentielle pour  que PTB puisse  réprimer  l’épissage.  En  créant  une boucle  entre  les  exons  et  les  sites  de branchement,  PTB  empêche  ainsi  la  liaison  des  composés  du  spliceosome  (Oberstrass  et  al. 2005). Parfois, un domaine de liaison d’une RBP ne présente pas une grande affinité pour l’ARN. Mais sa présence au sein de la protéine permet à celle‐ci d’adopter une conformation adéquate pour permettre à ses autres domaines de se  lier sur  l’ARNm (Figure 7c). C’est ce que  l’on peut supposer pour  les protéines TIA‐1 et TIAR, puisque seul un des trois domaines RRM se  lie sur des séquences spécifiques riches en uridine (Dember et al. 1996).      
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C. Influence des interactions protéine‐protéine dans la spécificité de 
liaison des RBP  Les protéines de liaison aux ARNm sont capables d’interagir entre elles grâce à leurs domaines structuraux.  Par  exemple,  des  interactions  entre HuR  et  AUF1,  sous  forme  d’homodimères  ou d’hétérodimères, ont été mises en évidence (David et al. 2007). La spécificité de liaison entre une RBP et un ARNm peut être renforcée par une combinaison d’interactions entre les domaines de liaison  des  protéines  et  l’ARNm,  mais  également  par  des  interactions  protéine‐protéine.  Par exemple,  PTB  favorise  la  liaison  de  hnRNPK  au  pré‐ARNm  de  la  β‐tropomyosine  par  une interaction protéine‐protéine. De plus, hnRNP L s’associe de manière indirecte à des séquences situées sur le pré‐ARNm de la β‐tropomyosine par un réseau d’interactions protéiques avec PTB et hnRNP K (Expert‐Bezancon et al. 2002).  
I.2.1.3. Les RBP impliquées dans la régulation de la traduction  La plupart  des RBP  impliquées dans  la  régulation de  la  traduction peuvent  également  réguler d’autres étapes du métabolisme des ARNm. De plus, une même RBP peut favoriser la traduction d’un ARNm, alors que dans d’autres circonstances elle réprime la traduction d’un autre ARNm. La  fonction  d’une  RBP  va  donc  dépendre  du  transcrit  lui‐même  et  plus  particulièrement  des séquences spécifiques qui le caractérisent, de sa localisation, des interactions qu’elle établit avec d ‘autres protéines, ou de la liaison d’autres RBP sur son ARNm cible. La fonction d’une RBP peut également être  influencée par des modifications post‐traductionnelles. Enfin,  certaines RBP se présentent sous différentes isoformes qui peuvent avoir des fonctions distinctes (Barreau et al. 2005).  Par  ailleurs,  une même  RBP,  en  se  fixant  spécifiquement  sur  un  élément  de  séquence présent  sur  différents  ARNm,  reliés  fonctionnellement  entre  eux,  permet  de  coordonner  leur expression.  Cette  notion  de  coordination  de  l’expression  des  gènes  au  niveau  post‐transcriptionnel au sein de régulons d’ARN a été proposée par Keene (Keene et al. 2002; Keene 2007).  Cette  coordination  de  l’expression  des  gènes  au  niveau  post‐transcriptionnel  présente également  l’avantage  par  rapport  au  système  opéron  des  procaryotes  de  pouvoir  réguler  un ARNm  de manière  indépendante.  En  effet,  plusieurs  RBP  peuvent  réguler  le même  ARNm  de manière  coopérative ou compétitive en  fonction du contexte  cellulaire et vont ainsi  influencer spécifiquement le devenir de l’ARNm.  Présentation des principales RBP régulant la traduction  Certaines  protéines  augmentent  le  recrutement  des  ribosomes  sur  leurs  ARNm  cibles  et favorisent leur traduction. D’autres protéines, au contraire, répriment la traduction des ARNm. 
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Plusieurs hypothèses permettent d’expliquer cet effet répresseur : (i) les protéines, en favorisant la  déadénylation  de  leurs  ARNm  cibles,  entraînent  une  diminution  de  l’interaction  de  PABP1 avec  les ARNm cibles et, par conséquent, déstabilisent  l’interaction de eIF4G avec  la coiffe des ARNm. (ii) un autre modèle propose que les RBP se lient au facteur d’initiation eIF4E et inhibent ainsi  de manière  compétitive  la  liaison  de  eIF4E  au  facteur  d’initiation  eIF4G,  (iii)  un modèle alternatif  propose  que  les  RBP  participent  à  la  répression  de  la  traduction  des  ARNm  en favorisant  le  recrutement du complexe miRISC,  et  en  recrutant  les ARNm vers  les granules de stress,  les  éloignant  ainsi  de  la  machinerie  de  traduction  (Barreau  et  al.  2005).  De  manière simplifiée,  les RBP régulant  la  traduction comprennent des protéines de  la  famille des ARE‐BP (ARE  Binding  Protein),  qui  sont  des  protéines  se  fixant  préférentiellement  sur  des  séquences ARE ou des protéines de la famille des hnRNP (hétérogeneous nuclear RiboNucléoProtein).   
HuR  est  une  protéine  de  37  kda,  capable  de  se  lier  sur  des  séquences ARE,  présentes  le  plus souvent au niveau des régions 3’UTR des ARNm (Levine et al. 1993; Ma et al. 1996; Myer et al. 1997;  Chen,  C.  Y.  et  al.  2002;  Lopez  de  Silanes  et  al.  2004).  HuR  appartient  à  la  famille  ELAV (Embryonic Lethal Abnormal Vision), qui comprend trois autres membres HuB, HuC et HuD, qui sont  exprimés  préférentiellement  au  niveau  des  neurones  différentiés  terminaux,  alors  que l’expression de HuR est ubiquitaire (Antic et al. 1997). La structure de HuR est caractérisée par trois  domaines  RRM  (Figure  8),  qui  présentent  une  grande  homologie  de  séquences  avec  les autres membres de la famille ELAV. Les domaines RRM1 et RRM2 coopèrent pour se lier sur des séquences ARE. Le dernier domaine, RRM3, permet la stabilisation du complexe ARN‐protéine. Il peut en effet se lier à la queue de polyA des ARNm et joue un rôle dans les interations protéine‐protéine. HuR contient également un domaine moins conservé appelé « Hinge Region », localisé entre le domaine RRM2 et RRM3. Ce domaine contient la séquence HNS (HuR Nucleocytoplasmic Shuttling), qui confère à HuR sa capacité à faire la navette entre le noyau et le cytosol (Fan et al. 1998 ; Hinman et al. 2008). L’export nucléaire de HuR est engendré par son association avec la transportine 1 (Trn1) ou 2 (Trn2) (Guttinger et al. 2004; Rebane et al. 2004) ou avec les ligands nucléaires  PP32  et  April,  qui  contiennent  un  signal  d’export  nucléaire,  qui  est  reconnu  par  le récepteur d’export CRM1 (Brennan et al. 2000; Gallouzi et al. 2001; Gallouzi et al. 2003). Dans le cytoplasme, HuR a été initialement identifiée comme une protéine capable de réguler la stabilité des ARNm (Brennan et al. 2001), mais elle est aussi capable de réguler positivement ou négativement  la  traduction  (Hinman  and  Lou  2008).  Dans  certains  cas,  HuR  est  associée  aux polysomes (Gallouzi et al. 2000) et peut favoriser la traduction de certains ARNm. Par exemple HuR se fixe sur des séquences localisées dans les régions 3’UTR des ARNm du cytochrome C, de 
p53 et de la prothymosine et augmente leur recrutement vers les polysomes (Mazan‐Mamczarz et  al.  2003; Lal  et  al.  2005; Kawai  et  al.  2006).  Il  a  également été  reporté que HuR  favorise  la 
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traduction de  l’ARNm de hif­1 en se  fixant sur des séquences situées au niveau de sa région 5’ UTR (Galban et al. 2008). Dans d’autres circonstances, HuR peut aussi réprimer la traduction de certains ARNm (Kullmann et al. 2002; Meng et al. 2005; Kim, H. H. et al. 2009). Par exemple, HuR régule négativement la traduction IRES‐dépendante de certains ARNm, tels que ceux d’igfr ou de 
p27 (Kullmann et al. 2002; Meng et al. 2005). Dans ce cas, l’étude de Meng suggère que la liaison de HuR bloque l’association du complexe de pré‐initiation 43S dans un état inactif (Meng et al. 2005).  Les  fonctions nucléaires de HuR  sont moins bien  connues.  Certaines  études  suggèrent  qu’elle pourrait  jouer  un  rôle  dans  la  polyadénylation  des  ARNm  ou  dans  leur  transport nucléocytoplasmique (Gantt et al. 2005; Prechtel et al. 2006; Zhu et al. 2007).   
Les protéines TIAR et TIA­1 Les protéines TIA‐1 (T‐cell‐restricted intracellular antigen1) et TIAR (TIA‐1 related protein) se lient préférentiellement sur des séquences riches en uridine ou en cytosine (Dember et al. 1996; Kim, H. S. et al. 2007a). Concernant  leurs structures, ces protéines contiennent  trois domaines RRM du coté N‐terminal et un domaine riche en glutamine dans leur partie C‐terminale (Tian et al. 1991  ; Kawakami et al. 1992)(Figure 8). En plus de  leur rôle dans  l’épissage des pré‐ARNm (Del Gatto‐Konczak et al. 2000; Forch et al. 2000 ; Le Guiner et al. 2001; Shukla et al. 2004), TIAR et TIA‐1 peuvent également réprimer la traduction (Piecyk et al. 2000; Dixon et al. 2003; Kawai et  al.  2006;  Mazan‐Mamczarz  et  al.  2006).  Bien  que  ces  protéines  soient  localisées majoritairement  au  niveau  nucléaire,  elles  peuvent  faire  la  navette  entre  le  noyau  et  le cytoplasme. En réponse à des stress environnementaux, TIAR et TIA‐1 jouent un rôle général de répresseur  de  la  traduction,  en  s’associant  avec  les  facteurs  eIF4F,  eIF3  et  la  sous‐unité ribosomique  40S,  pour  former  un  complexe  de  pré‐initiation  non  fonctionnel.  Elles  facilitent alors  l’accumulation  de  ces  complexes  de  pré‐initiation  inactifs  au  sein  de  structures cytoplasmiques  appelées  granules  de  stress  (SG)  (Anderson  et  al.  2002b  ;  Kedersha,  N.  et  al. 2002). En plus de leur rôle dans la traduction générale des ARNm lors de stress cellulaire, TIAR et  TIA‐1  peuvent  également  réguler  la  traduction  sélective  de  certains  ARNm  contenant  des séquences ARE dans leur régions 3’UTR, tels que les ARNm de tnfα (Gueydan et al. 1999; Piecyk et al. 2000), de cox­2 (Dixon et al. 2003), du récepteur β2 adrenergique (Kandasamy et al. 2005), ou de mmp13 (matrix metalloproteinase 13) (Yu et al. 2003)  
CUG­BP1 et CUG­BP2 CUG‐BP1  et  CUG‐BP2  appartiennent  à  la  famille  des  protéines  CELF  (CUGBP1  and  ETR‐Like Factors) . Elles présentent 76 % d’homologie de séquences entre elles, ainsi qu’une organisation structurale similaire comprenant 3 domaines RRM (Lu, X. et al. 1999; Good et al. 2000; Barreau 
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et  al.  2006),  avec  un  domaine  « linker »  contenant  une  séquence  d’export  cytoplasmique localisée  entre  le  domaine  RRM2  et  RRM3  (Fujimura  et  al.  2008)(Figure  8).  Elles  peuvent interagir  avec  différentes  séquences  spécifiques  des  ARNm :  des  séquences  contenant  des répétitions du motif CUG, des séquences riches en GU, appelée GRE (GU rich élément), ainsi que sur  des  séquences  ARE  (Timchenko,  L.  T.  et  al.  1996;  Vlasova  et  al.  2008;  Tsuda  et  al.  2009; Rattenbacher et al. 2010). Ces deux protéines peuvent être localisées à la fois dans le noyau et le cytoplasme (Timchenko, L. T. et al. 1996; Ladd et al. 2004). Ainsi, lorsqu’elles sont localisées au niveau  nucléaire,  elles  peuvent  réguler  l’épissage  alternatif  des  pré‐ARNm,  alors  qu’au  niveau cytoplasmique,  elles  régulent  la  stabilité  et  la  traduction des ARNm (Barreau et  al.  2006).  Par exemple,  CUG‐BP1  favorise  la  traduction  de  p21  et  de  c/ebpβ  en  se  fixant  sur  des  séquences spécifiques situées dans leur région 5’UTR (Timchenko, N. A. et al. 1999; Timchenko, N. A. et al. 2001).  CUG‐BP1  se  lie  à  l’ARNm  de  c/ebpβ,  au  niveau  d’une  séquence  proche  du  codon d’initiation et  interagit avec  les polysomes et  les  facteurs d’initiation de  la  traduction eIF2α  et eIF2β.  C’est  pourquoi  il  a  été  suggéré  que  CUG‐BP1  pourrait  augmenter  le  recrutement  du complexe de pré‐initiation 43S et  favoriser  le balayage des  ribosomes  lors de  l’initiation de  la traduction (Barreau et al. 2006). Quant à CUG‐BP2, il peut se fixer sur des séquences ARE situées dans la région 3’UTR de l’ARNm de cox­2 et réprimer sa traduction (Mukhopadhyay et al. 2003; Sureban et al. 2007).   
 PTB,  aussi  appelé  hnRNPI,  est  une  protéine  de  57kda  qui  se  lie  préférentiellement  sur  les séquences  riches  en  pyrimidine  (Garcia‐Blanco  et  al.  1989).  La  séquence  primaire  de  PTB contient une séquence NES (Nuclear Export Signal) et une séquence NLS (Nuclear Localization Signal)  localisées dans  sa  région N‐terminale, qui  lui  confèrent  la propriété de  faire  la navette entre  le  noyau  et  le  cytoplasme  (Li  et  al.  2002).  Les  différentes  localisations  subcellulaires  de PTB  lui  permettent  d’exercer  des  fonctions  à  la  fois  nucléaires,  telles  que  la  régulation  de l’épissage,  la  maturation  des  pré‐ARNm  ou  l’export  des  ARNm,  mais  aussi  cytoplasmiques, comme  le  contrôle  de  la  stabilité  et  de  la  traduction  des  ARNm  (Sawicka  et  al.  2008).  Sa structure  contient  4  domaines  RRM  et  chacun  de  ces  domaines  peut  se  lier  à  des  séquences courtes riches en pyrimidines (Oh et al. 1998; Auweter et al. 2007). Cela permet à PTB de se lier spécifiquement  à  différentes  séquences  d’une même molécule  d’ARN  et  de  la  restructurer,  en introduisant  des  boucles  au  sein  de  sa  structure  (Mitchell  et  al.  2003;  Petoukhov  et  al.  2006; Kafasla  et  al.  2009).  Ainsi,  en  restructurant  l’ARNm,  PTB  peut  faciliter  ou  inhiber  la  liaison d’autres facteurs. PTB est requis pour la traduction IRES‐dépendante de nombreux ARNm viraux (Song, Y. et al. 2005b; Kafasla et al. 2009; Verma et al. 2010), mais il a été également proposé que PTB  pourrait  agir  comme  une  ITAF  générale,  puisqu’elle  régule  aussi  la  traduction  IRES‐dépendante de nombreux ARNm cellulaires (Bushell et al. 2006; Grover et al. 2008; Majumder et 
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al.  2009).  En  stabilisant  ou  en  altérant  la  structure  des  IRES,  PTB  est  capable  de  recruter  les ribosomes au niveau de ces structures (Mitchell et al. 2003; Pickering et al. 2003; Mitchell et al. 2005).   
  
Figure  8 :  Représentation  schématique  des  structures  de  quelques  RBP.  Les  rôles  des  différents domaines des protéines sont indiqués sous les flèches. Les domaines RRM (RNA Recognition Motif) avec les  deux  séquences  conservées  notéés  RNP1  et  RNP2,   permettent  la  reconnaissance  de  nucléotides spécifiques présents sur les ARNm; la séquence HNS (Novel Shuttling Sequence) permet aux protéines de faire  la  navette  entre  le  noyau  et  le  cytoplasme.  Q  :  domaine  riche  en  glutamine.  La  localisation  de l’insertion des 11 et 17 acides aminés correspondant aux isoformes de TIA‐1 et TIAR, qui résultent d’un épissage  alternatif,  est  indiquée  par  les  rectangles  blancs.  Ces  représentations  ont  été  réalisées  par compilation  de  différentes  données  trouvées  dans  les  articles  suivants :  HuR  (Doller,  2008  ;  Hinman, 2008) ;TIAR‐TiA1 (Beck,1996; Forch and Valcarcel , 2001) ; CUG‐BP (Good, 2000; Tsuda, 2009; Fujimura, 2008) . 
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D’autres  protéines  de  la  famille  des  hnRNP  sont  impliquées  dans  la  régulation  de  la traduction  (Tableau  3).  L’organisation  structurale  de  ces  protéines  est  très  similaire.  Elles contiennent des domaines de  liaison à  l’ARN de  type RRM, ou KH et des domaines auxiliaires, tels  que  les  domaines  riches  en  arginine  et  en  glycine  RGG.  Bien  que  localisées préférentiellement au niveau nucléaire, elles sont capables de faire la navette entre le noyau et le  cytoplasme  (Pinol‐Roma  et  al.  1992;  Pinol‐Roma  et  al.  1993;  Michael  et  al.  1995b).  Par conséquent, dans le cytoplasme, de nombreuses hnRNP peuvent réguler la traduction. Souvent, les  hnRNP  comme  par  exemple  hnRNPA1  (Cammas  et  al.  2007;  Lewis,  S.  M.  et  al.  2007), hnRNPC1/C2 (Kim, J. H. et al. 2003; Schepens et al. 2007), hnRNPE1/E2 (Gamarnik et al. 2000; Walter et al. 2002; Dobbyn et al. 2008), hnRNPH (Fox et al. 2009a; Fox et al. 2009b) et hnRNPQ (Kim, T. D. et al. 2007b) sont  impliquées dans  la  traduction  IRES‐dépendante des ARNm. Mais l’interaction de hnRNP au niveau de séquences situées dans les régions 3’UTR des ARNm permet également de réguler la traduction de certains ARNm (Ostareck‐Lederer et al. 2002; Ostrowski et  al.  2004;  Chaudhury  et  al.  2010).  D’autres  hypothèses  permettant  d’expliquer  le  rôle  des hnRNP  dans  la  traduction  ont  été  proposées :  (i)  l’équipe  de  Yang  montre  que  hnRNPA18 interagit à  la fois avec des séquences situées dans la région 3’UTR de la thioredoxine et avec le facteur  canonique  de  l’initiation  de  la  traduction  eIF4G  associé  à  la  coiffe.  Cette  interaction favorise la formation d’une boucle entre les extrémités 3’UTR et 5’UTR qui augmente l’efficacité de  traduction  (Yang,  R.  et  al.  2006) ;  (ii)  une  autre  étude,  menée  par  Ostareck,  suggère  que hnRNPK  et  hnRNPE1/E2  inhibent  la  traduction  de  certains  ARNm  en  se  fixant  au  niveau  de séquences  conservées  riches  en  CU,  situées  dans  leur  région  3’UTR,  et  en  empêchant  le recrutement  de  la  sous‐unité  ribosomique  60S,  au  niveau  du  complexe  de  pré‐initiation  de  la traduction (Ostareck et al. 2001).    Plus  récemment,  Lin  a  identifié  une  nouvelle  fonction  pour  la  protéine  RBM4,  connue initialement pour réguler l’épissage alternatif des ARNm. En effet, RBM4 exerce un double rôle sur  la  traduction  de  certains  ARNm.  De manière  concomitante,  RBM4  supprime  la  traduction dépendante de  la coiffe de certains ARNm, en se  liant sur des séquences spécifiques présentes sur  ces  ARNm,  mais  elle  permet  également  d’augmenter  la  traduction  IRES‐dépendante,  en favorisant le recrutement de l’hélicase eIF4A au niveau des séquences IRES de ces ARNm (Lin, J. C. et al. 2007).  L’action des RBP dans  le  contrôle de  la  traduction des ARNm est  parfois  dépendante d’autres facteurs, comme par exemple les microARN (miARN) (qui seront pésentés plus exhaustivement dans  le  paragraphe  suivant,  §  I.2.2),  qui  sont  des  petits  ARN  non  codants,  qui  répriment 
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l’expression  des  gènes  en  s’associant  de  manière  partiellement  complémentaire  avec  une séquence spécifique de l’ARNm. Par exemple, HuR peut coopérer avec un miARN pour réprimer la traduction d’un ARNm. En effet, une étude montre que HuR en se liant sur une séquence de la région  3’UTR  de  l’ARNm  de  c­myc  permet  le  recrutement  du  complexe  effecteur  miRISC (complexe  responsable  de  la  répression  de  l’expression  des  ARNm  ciblés  par  des miARN)  au niveau du site de liaison du miARN let‐7 (Kim, H. H. et al. 2009). Une RBP peut aussi favoriser la traduction d’un ARNm en entrant en compétition avec un miARN pour se fixer sur une séquence spécifique d’un ARNm. Par exemple, hnRNPK, en se liant à l’ARNm de cox­2, lève la répression de la traduction exercée par miR‐16 (Shanmugam et al. 2008) ;  
I.2.2. Les miARN 
I.2.2.1. Présentation générale des miARN   Les miARN  constituent  une  large  famille  de  petits  ARN  non  codants  endogènes,  dont  la  taille varie  entre  21  et  25 nucléotides.  Il  est  apparu que  les miARN,  en  se  fixant  sur  des  séquences spécifiques des ARNm, permettent une régulation très fine de l’expression des gènes (Filipowicz et al. 2008). Les deux premiers membres de la famille des miARN, lin 4 et let‐7, ont été identifiés chez Caenorhabditis  elegans et  sont  requis pour  la  coordination  temporelle du développement du  nématode  (Wightman  et  al.  1991;  Lee,  R.  C.  et  al.  1993;  Reinhart  et  al.  2000).  Depuis, plusieurs  centaines de miARN ont  été  identifiés  et  la mise  en évidence de  la  conservation des séquences  de  miARN  entre  les  différentes  espèces,  a  alors  suscité  l’intérêt  des  biologistes (Pasquinelli et al. 2000; Lagos‐Quintana et al. 2001 ; Friedman et al. 2009). En effet, les miARN jouent un rôle important dans de nombreux processus biologiques, tels que le développement, la prolifération, la mort cellulaire, et participent aussi à la reprogrammation génétique des cellules, exposées à différents stress environnementaux (Bushati et al. 2007; Leung et al. 2007; Stefani et al.  2008;  Yamasaki  et  al.  2008;  Fineberg  et  al.  2009;  Lynam‐Lennon  et  al.  2009;  Liu,  N.  et  al. 2010).  Afin  de mieux  comprendre  l’effet  biologique  des miARN,  les  nouveaux  défis  de  ces  dix dernières années se sont orientés vers l’identification des cibles des miARN. En 2004, Doench et Sharp  ont  identifié  par  une  approche  expérimentale  de mutagénèse,  le  rôle  primordial  des  8 nucléotides  situés à  l’extrémité 5’ des miARN,  appelée « Seed Region » dans  la  reconnaissance spécifique  de  leur  ARNm  cible  (Doench  et  al.  2004).  Des  algorithmes  basés  à  la  fois  sur  ce principe,  mais  aussi  sur  la  conservation  des  séquences  de  miARN  au  cours  de  l’évolution, constituent  alors  la  base des nouveaux  logiciels  bioinformatiques de prédictions des  cibles de miARN  (Min  et  al.  2010).  Les  prédictions  bioinformatiques  suggèrent  alors  qu’un  miARN,  en s’hybridant sur une courte séquence de l’ARNm cible de manière partiellement complémentaire, 
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peut  cibler  plus  d’une  centaine  de  gènes. D’autres  études  analysant  la  conséquence  de  la  sur‐expression  ou  de  la  sous‐expression  d’un  miARN,  confirment  q’un  miARN  peut  affecter  de manière  directe  ou  indirecte  l’expression  de  plus  de  cent  protéines  du  protéome  et  d’une centaine de messagers du transcriptome (Lim, L. P. et al. 2005 ; Baek et al. 2008; Selbach et al. 2008).  Pourtant  certains  gènes  prédits  par  ces  algorithmes  ne  sont  pas  les  bonnes  cibles  des miARN  et  la  combinaison  de  plusieurs  méthodes  expérimentales  est  requise  pour  valider solidement  les  cibles  directes  des  miARN  (Alexiou  et  al.  2009;  Thomas,  M.  et  al.  2010).  Par ailleurs,  l’effet  biologique  de  la  variation  de  l’expression  d’une  seule  cible  d’un  miARN  est souvent  faible,  c’est  pourquoi  la  compréhension  de  l’impact  d’un  miARN  sur  un  processus biologique peut nécessiter d’identifier plusieurs messagers cibles de ce miARN (Valastyan et al. 2009).   
I.2.2.2. Biogénèse des miARN  Des  estimations  évaluent que dans  le  génome humain,  50% des  gènes  codant  les miARN  sont retrouvés dans des unités géniques codant des pre‐ARNm, alors que l’autre moitié est localisée au niveau de régions géniques indépendantes (Saini et al. 2008). L’idée prévalait que les gènes de miARN situés dans les régions géniques indépendantes auraient alors leurs propres éléments régulateurs  transcriptionnels,  alors  que  ceux  localisés  dans  des  unités  géniques  codant  des protéines,  le  plus  souvent  dans  les  introns  des  pré‐ARNm,  seraient  sous  le  contrôle transcriptionnel du même promoteur que le gène qui le porte (Baskerville et al. 2005; Saini et al. 2008).  Cependant,  des  études  récentes mettent  en  évidence  qu’un  tiers  des miARN  colocalisé dans  des  gènes  codant  des  protéines  serait  transcrit  par  leur  propre  promoteur, indépendamment de la transcription du pré‐ARNm (Ozsolak et al. 2008; Wang, X. et al. 2009b; Monteys et al. 2010). Parfois, les gènes de miARN peuvent être regroupés au niveau d’un même locus et sont alors transcrits sous forme de polycistron. Les gènes de miARN sont trancrits sous la  forme  d’un  long  transcrit  primaire  de  plusieurs  centaines  de  nucléotides,  appelé  pri‐microARN  (pri‐miARN).  Des  expériences  d’immunoprécipitation  de  la  chromatine  associée  à l’identification des régions promotrices des miARN, suggèrent que  la majorité des miARN sont transcrits par  l’ARN polymérase  II  (Ozsolak et al. 2008). Cela est corroboré par  la présence au niveau des pri‐miARN, de marques de  transcription de  l’ARN polymérase  II. En effet  certaines études  montrent  que  les  pri‐miARN  peuvent  être  épissés,  polyadénylés  à  l’extrémité  3’  et posséder une coiffe en 5’ (Bracht et al. 2004; Cai et al. 2004; Lee, Y. et al. 2004b; Houbaviy et al. 2005).  De  plus,  le  traitement  de  cellules  à  l’α‐amanitine,  à  des  concentrations  qui  inhibent sélectivement  l’ARN  polymérase  II,  est  accompagné  d’une  diminution  de  l’expression  de plusieurs  pri‐miARN  (Lee,  Y.  et  al.  2004b).  Cependant  d’autres  études  suggèrent  que  l’ARN 
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polymérase  III  pourrait  également  participer  à  la  transcription  de  certains miARN.  Ainsi  une analyse  génomique  du  cluster  humain  C19MC,  combinée  à  des  expériences d’immunopécipitation  de  la  chromatine,  révèle  que  les  gènes  codant  les miARN de  ce  cluster, sont  localisés  majoritairement  à  proximité  de  séquences  alu  (qui  sont  de  courtes  séquences d’ADN  très mobiles,  retrouvées  en  plusieurs  copies  dans  le  génome  humain,  et  sur  lesquelles l’ARN polymérase III est récrutée) et seraient transcrits par l’ARN polymérase III (Borchert et al. 2006). Toutefois, cette étude est remise en cause par d’autres travaux montrant que ce cluster serait  plutôt  transcrit  par  l’ARN polymérase  II  (Bortolin‐Cavaille  et  al.  2010). Neanmoins,  des travaux bioinformatiques récents soutiennent l’idée que l’ARN polymérase III est responsable de la transcription de certains miARN. Ils montrent en effet, que 73 gènes de miARN situés en aval de séquences Alu, seraient  transcrits par  l’ARN polymérase III (Gu, T.  J. et al. 2009). Une autre étude  montre  que  5%  des  gènes  de  miARN  situés  dans  des  unités  géniques  codant  des  pré‐ARNm,  seraient  associés  à  des  éléments  régulateurs  de  l’ARN  polymérase  III.  Cette  étude suggère  également  que  pour  miR‐128‐2  il  existerait  une  double  régulation  transcriptionnelle engendrée  par  un  promoteur  indépendant,  sous  le  contrôle  de  l’ARN  polymérase  III  et  par  le promoteur du gène qui le porte, dépendant alors de l’ARN polymérase II (Monteys et al. 2010). Enfin,  plusieurs  études  démontrent  que  les  miARN  viraux,  plus  particulièrement  ceux  de  la famille des herpes‐virus sont transcrits par l’ ARN polymérase III (Pfeffer et al. 2005; Bogerd et al.  2010  ;  Diebel  et  al.  2010).  L’ensemble  de  ces  informations  suggère  donc  que,  bien  que  la majorité des miARN semble transcrite par l’ ARN polymerase II, la possibilité d’une transcription des  gènes  codant  les miARN par  l’ARN polymérase  III  dans des  contextes particuliers ne peut être exclue.  Après  la  transcription  du  pri‐miARN,  deux  processus  de  maturation  permettent  ensuite  de générer le miARN mature à partir du pri‐miARN (Figure 9): (i)  Dans  le  noyau,  les  pri‐miARN  sont  clivés  par  un  complexe  multiprotéique  appelé « microprocessor »  dont  le  cœur  est  composé de Drosha,  une  endonucléase de  type RNAse  III associée à  la protéine de  liaison aux ARN double brins DGCR8 aussi appelée Pasha (Partner of Drosha).  Le  « microprocessor »  contient  également  d’autres  cofacteurs,  tels  que  les  ARN hélicases  « DEAD Box »  p68  (DDX5)  et  P72  (DDX17),  ainsi  que  d’autres  protéines,  comme  les hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucléoprotein) (Gregory et al. 2004). Ces facteurs auxiliaires jouent  un  rôle  dans  le  contrôle  de  la  fidélité,  de  la  spécificité  et/ou  favorisent  le  clivage  par Drosha.  La protéine DGCR8,  par  son positionnement précis  sur  le  pri‐miARN,  dirige  le  clivage par Drosha, qui a lieu à environ 11 bases à partir du début de l’hélice. Le précurseur pré‐miARN est alors libéré sous forme d’une structure en tige‐boucle de 70 nucléotides (Han, J. et al. 2006). Il  existe  des  miARN  particuliers,  appelés  « mirtron »  qui  sont  codés  à  partir  de  l’intron  de 
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certains gènes et qui utilisent le mécanisme d’épissage pour contourner la maturation nucléaire par Drosha (Chan et al. 2007). Ensuite, dans les deux cas, le pré‐miARN formé est exporté hors du noyau par le complexe Exportine‐5/Ran‐GTP (Lund et al. 2004). (ii) Dans le cytoplasme, la maturation du pré‐miARN est réalisée par une autre enzyme de type RNAse  III,  appelée  Dicer,  aidée  de  ses  cofacteurs  TRBP  (TAR  RNA  Binding  Protein)  et  des protéines argonautes (Ago) (Hutvagner et al. 2001; Diederichs et al. 2007). Un duplex miARN‐miARN*, d’une longueur avoisinant les 22 nucléotides, est alors libéré. Un seul des deux brins du duplex  de  miARN,  communément  appelé  le  brin  « guide »,  associé  aux  protéines  Ago,  est incorporé au sein du complexe RISC (RNA induced silencing complex) pour guider la répression de  l’expression des messagers cibles. Le brin majoritairement  incorporé est celui qui présente l’interaction  à  l’extrémité  5’  la  plus  faible  thermodynamiquement  (Khvorova  et  al.  2003; Hutvagner  2005).  L’autre  brin  miARN*,  dit  minoritaire,  exclu  du  complexe  RISC,  est généralement dégradé, mais peut aussi parfois être recruté au sein du complexe RISC (Schwarz et al. 2003; Okamura et al. 2008). Dans certains cas, le chargement du miARN mature au sein du complexe RISC est assisté par des protéines auxiliaires, telles que l’ARN hélicase DEAD Box p68 (DDX5), PACT (Protein activator of PKR), Gemin3, RHA (RNA hélicase A) ou MOV10 (Moloney Leukemia virus 10) (Mourelatos et al. 2002; Meister et al. 2005; Lee, Y. et al. 2006; Robb et al. 2007; Salzman et al. 2007).                    
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Figure  9 :  Biogénèse  des  miARN.  Les  gènes  des  miARN  sont  transcrits  dans  le  noyau  par  l’ARN polymérase  II ou  III en  transcrits primaires  (pri‐miARN). Les structures en  tige‐boucle de ces  transcrits primaires  sont  alors  excisées  par  le  complexe  Drosha‐DGCR8  libérant  les  pré‐miARN.  Quelques  pré‐miARN sont produits à partir d’intron de gènes (mirtron). Dans ce cas, le mécanisme d’épissage permet de contourner  la maturation nucléaire par Drosha‐DGCR8.  Les pré‐miARN  sont  ensuite  exportés du noyau par  l’Exportin‐5‐Ran‐GTP.  Dans  le  cytoplasme,  les  pré‐miARN  sont  alors  maturés  par  clivage  de  leur structure en épingle, par l’action de la RNAse Dicer, associée à la protéine de liaison aux ARN double brins TRBP.  Dans  le  cytoplasme,  Argonaute  2  (Ago2),  qui  possède  une  activité  endonucléase  RNAse‐H,  peut aussi  assister  la maturation  par Dicer  en  clivant  le  bras  en  3’  de  certains  pre‐miARN,  formant  ainsi  un intermédiaire appelé précurseur de miARN clivé par Ago2 (ac‐pre‐miARN).   Après les différentes étapes de  maturation,  un  des  deux  brins  du  duplex  miARN/miARN*,  le  brin  « fonctionnel »  (en  rouge),  est incorporé au niveau du complexe miRISC (miARN RNA Induced Silencing Complex) contenant la protéine effectrice  Ago2.  Ce  complexe  miRISC  va  alors  s’associer  de  manière  spécifique  à  un  ARNm  cible  pour réprimer  son  expression  soit  par  clivage  et  dégradation,  soit  en  favorisant  la  déadénylation  de  l’ARNm et/ou en inhibant sa traduction. GW182 : glycine‐tryptophan protein of 182 kDa ; PABP : poly(A) binding protein. 
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Il  est  important  de  noter  que  la  voie  canonique  de  la  biogénèse  décrite  ci‐dessus  apparaît beaucoup  plus  complexe.  Chacune  de  ces  étapes  peut  être  régulée,  pour  chaque  miARN individuel,  par  de multiples  facteurs  protéiques  qui  influencent  l’efficacité  de maturation  des miARN  (Winter  et  al.  2009;  Breving  et  al.  2010).  les  RBP  peuvent  en  effet  influencer spécifiquement la maturation de certains miARN. Par exemple, hnRNPA 1 se lie au niveau de la boucle du pri‐miR‐18a et facilite sa maturation nucléaire par Drosha, probablement en induisant un réarrangement de la structure de l’ARN (Guil et al. 2007). De même, la protéine KSRP se lie également  à  certains  pri‐miARN  contenant  dans  leur  séquence  le  motif  GGG  et  favorise  leur maturation par Drosha. KSRP favorise également la maturation cytoplasmique exercée par Dicer de  certains  pré‐miARN  (Trabucchi  et  al.  2009).  A  l’inverse,  d’autres  RBP  ont  plutôt  un  rôle répresseur  sur  la  maturation  des  miARN.  C’est  le  cas  de  Lin  28  qui  réprime  la  maturation nucléaire et cytoplasmique des miARN de la famille de let‐7 (Heo et al. 2008; Viswanathan et al. 2008). Lin 28 se fixe au niveau de la boucle terminale du pri‐let7 et bloque le clivage par Drosha (Viswanathan et al. 2008). La liaison de Lin 28 au pre‐let7 bloque également la maturation par Dicer, en favorisant la polyuridylation à l’extrémité 3’ terminale du pre‐miARN et en favorisant sa  dégradation  (Heo  et  al.  2008).  De même  l’hétérodimère  NF90‐NF45  empêche  la  liaison  de DGCR8 sur plusieurs pri‐miARN et régule ainsi négativement  leur maturation (Sakamoto et al. 2009).   
I.2.2.3. Les composants protéiques du complexe miARN 
Ribonucléoprotéique  
Les protéines Argonautes (Ago), au nombre de quatre chez l’homme, ont un poids moléculaire d’environ 100kda. Chez la drosophile, Ago1 est spécialisée dans la voie des miARN et Ago2 dans celle des siARN, mais chez l’Homme, Ago2 est impliquée à la fois dans la voie des siARN et des miARN,  alors  que  les  autres  protéines  Ago  interviennent  uniquement  dans  la  régulation  de l’expression  des  gènes  engendrée  par  les  miARN  (Liu,  J.  et  al.  2004  ;  Meister  et  al.  2004  ; Okamura et al. 2004; Mescalchin et al. 2010). Les protéines Ago possèdent trois domaines très conservés,  qui  leur permettent d’interagir  avec  les miARN  (Figure 10)  (Sasaki  et  al.  2003).  Le domaine PAZ (Piwi‐Argonaute‐Zwille) lie l’extrémité 3’ de l’ARN simple brin du miARN mature. Le domaine Piwi est un domaine catalytique, dont la structure secondaire ressemble à celle de la ribonucléase  H  et  qui  permet  le  clivage  endonucléolytique  des  petits  ARN.  L’extrémité  5’  du miARN est reliée, par un cation bivalent, à l’interface entre le domaine PIWI et le domaine Mid (Hutvagner et al. 2008). L’équipe de Kiriakidou a montré que le domaine Mid contient un sous‐domaine MC qui présente une très grande homologie de structure avec le domaine de liaison à la coiffe du facteur d’initiation de la traduction eIF4E. Il suggère alors que la protéine Ago2 entre 
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en  compétition avec  le  facteur eIF4E pour  se  lier  sur  la  coiffe des ARNm cibles,  inhibant  ainsi l’initiation de la traduction (Kiriakidou et al. 2007). Les travaux menés par Djuranovic suggèrent l’existence  d’un  contrôle  allostérique  de  la  liaison  de  la  coiffe  et  des  nucléotides  situés  à l’extrémité 5’ des miARN au niveau du domaine Mid (Djuranovic et al. 2010). Cependant d’autres études  structurales  contredisent  l’idée selon  laquelle  le domaine MC pourrait  interagir avec  la coiffe des ARNm (Eulalio et al. 2008a; Kinch et al. 2009; Boland et al. 2010). En effet, la mutation de deux acides aminés clés du domaine Mid, dont l’effet attendu était la perte de l’association de la protéine Ago2 à la coiffe des ARNm, ne modifie pas l’association avec la coiffe, mais abolit la fixation de la protéine Ago2 à la protéine GW182, une protéine qui joue un rôle important dans la  répression de  l’expression des gènes engendrée par  les miARN (Eulalio et al. 2008a). L’idée d’une régulation allostérique de la protéine Ago2 est confortée par  les résultats de Boland, qui montrent que  le  site de  liaison des nucléotides  situés  à  l’extrémité 5’  des miARN, partage des résidus  communs  avec  un  second  site  adjacent,  sur  lequel  un  ligand  pourrait  se  fixer  pour permettre une liaison coopérative de ces ligands au niveau du domaine MID (Boland et al. 2010).   La perte de la protéine endogène Ago2 est associée à la diminution de l’expression et de l’activité des miARN matures (Diederichs and Haber 2007; O'Carroll et al. 2007; Diederichs et al. 2008). Cette  observation  souligne  le  rôle  clé,  joué  par  les  protéines  Argonautes  dans  la  coordination entre la biogénèse et l’action des miARN : (i)  La protéine Ago2 permet  le  clivage endonucléolytique en 3’ des pré‐miARN possédant une très  grande  complémentarité  de  séquences  au  niveau  de  leurs  tige‐boucle.  Ce  clivage  permet d’orienter  le  chargement  du  brin  5’  de  ces  ac‐pré‐miARN  (Ago2‐cleaved‐précurseur  miARN) dans le complexe RISC (Diederichs and Haber 2007). (ii)  Les  protéines  Ago  constituent  également  le  cœur  minimum  actif  du  complexe  RISC, permettant  l’ancrage du complexe RISC, associé au miARN sur  l’ARNm cible (Rivas et al. 2005; Hutvagner and Simard 2008).  Une étude protéomique réalisée après immunoprécipitation des complexes miRNP associés à la protéine Ago2, montre que plusieurs protéines sont capables d’interagir de manière directe ou indirecte avec Ago2. Parmi elles, on trouve des hélicases, d’autres protéines intervenant dans la régulation de l’expression des gènes engendrée par les miARN, ou dans le métabolisme des ARN, ainsi  que  des  protéines  de  liaison  aux  ARNm,  telles  que  des  hnRNP.  Cela  suggère  que  des facteurs  auxiliaires  peuvent  se  lier  aux  protéines  Ago  et  modifier  leurs  fonctions  ou  leurs interactions avec les miARN (Hock et al. 2007; Peters et al. 2007). Le complexe RISC, associé à Ago2,  est  donc  un  complexe  dynamique  dont  l’activité  va  dépendre  non  seulement  de  son interaction avec le miARN mature, mais aussi de sa liaison avec d’autres protéines spécifiques.  
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Figure  10 :  Représentation  schématique  des  protéines  Argonaute  2  (Ago2),  GW182,  et  Poly(A)­
binding protein (PABP). Ago2 Le domaine PAZ (en jaune) situé à l’extrémité N‐terminale de la protéine (en gris) est important pour lier les miARN au niveau de leur extrémité 3’. Le domaine PIWI (en orange), par  son  domaine  catalytique  caractérisé  par  les  résidus  DDH,  confère  à  la  protéine  Ago2  son  activité d’endonucléase. Le domaine MC (en bleu foncé) permettrait la fixation des nucléotides situés à l’extrémité 5’  des  miARN,  en  coopération  avec  la  liaison  d’un  second  ligand.  GW182 :  la  région  N‐terminale  de GW182, contient des motifs répétés de glycine et de tryptophane, appelés GW, nécessaires pour interagir avec  les  protéines  Ago.  Les  domaines  GW,  associés  à  l’ubiquitine  (UBA)  et  riches  en  glutamine  sont responsables de l’adressage des protéines GW182 vers les P‐Bodies. La région C‐terminale contenant les domaines DUF (domain of unknown function) et un domaine RRM (RNA recognition motifs) constituent les principaux domaines effecteurs, impliqués dans la déadénylation et dans la répression de la traduction des ARNm. PABP :  les domaines de PABP incluent 4 domaines RRM et un domaine conservé C‐terminal, appelé PABC. Ce dernier domaine permet à PABP d’interagir directement avec le domaine effecteur de la protéine GW182 (schéma réalisé d’après Hutvagner, 2008 ; Boland, 2010 ; Fabian ,2010).   
La  protéine  GW182  est  un  autre  facteur  qui  joue  un  rôle  essentiel  dans  la  répression  de l’expression des gènes par les miARN (Eulalio et al. 2009b). Cette protéine interagit directement et agit en aval des protéines Ago. Il existe trois protéines GW182 chez les mammifères (TNRC6A, B  et  C)  et  un  seul  homologue  chez  la  drosophile  (dGW182  aussi  appelé Gawky).  La  protéine GW182 contient une région N‐terminale, appelée GW, présentant des motifs répétés de glycine et de tryptophane, suivie d’une région riche en glutamine (Q‐rich region), d’un domaine dont la 
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fonction est inconnue (DUF) et d’un domaine de liaison à l’ARN (RRM) (Figure 10). Le domaine GW  est  nécessaire  pour  l’interaction  de  GW182  avec  les  protéines  Ago  (Behm‐Ansmant  et  al. 2006;  Till  et  al.  2007;  Eulalio  et  al.  2009a).  La  région  comprenant  le  domaine  N‐terminal jusqu’au domaine Q‐rich est requise pour  la  localisation de  la protéine au niveau des P‐Bodies (Behm‐Ansmant  et  al.  2006).  Plusieurs  études  ont  permis  de  souligner  le  rôle  essentiel  de GW182 dans la répression de l’expression des gènes engendrée par les miARN. Chez les cellules de  drosophile,  dont  le  gène  homologue  à  GW182  a  été  invalidé,  la  répression  de  l’expression d’un  gène  rapporteur  exercée  par  des miARN,  n’est  plus  possible  (Rehwinkel  et  al.  2005).  Ce résultat  a  par  ailleurs  été  reproduit  dans  des  cellules  humaines  (Liu,  J.  et  al.  2005)  et  chez  C. elegans  (Ding  et  al.  2009).  D’autres  travaux  réalisés  par  « microarray »,  chez  D. melanogaster montrent  que  la  déplétion  d’  Ago1  ou  de  l’homologue  de  GW182  est  accompagnée  de changements  similaires  de  l’expression  des  gènes  (Behm‐Ansmant  et  al.  2006).  Cette  étude montre également que  la  liaison de  l’homologue de GW182 au niveau de  la  région 3’UTR d’un gène rapporteur, en absence d’Ago1 permet de déstabiliser l’ARNm et de diminuer l’expression protéique du rapporteur, ce qui suggère que GW182 agit en aval des protéines Ago, alors que la dissociation  de  la  liaison  des  protéines  Ago  et  de  GW182  abolit  la  répression  de  l’expression d’un gène rapporteur par les miARN (Eulalio et al. 2008a; Takimoto et al. 2009). Des expériences d’association de GW182 à l’ARNm, combinées à des expériences des délétions ou de mutations, ont permis d’identifier le rôle de la région C‐terminale de GW182, comprenant le domaine DUF, et  le  domaine  RRM  dans  la  répression  de  la  traduction  et  dans  la  déstabilisation  des  ARNm (Baillat  et  al.  2009;  Lazzaretti  et  al.  2009;  Zipprich  et  al.  2009).  Plusieurs  études  récentes montrent que le domaine effecteur C‐terminal de GW182 interagit avec la protéine PABP (poly‐A binding protein). Cette interaction est essentielle pour la fonction de GW182 dans la répression de  l’expression  des  gènes  engendrée  par  les  miARN  (Fabian  et  al.  2009;  Zekri  et  al.  2009; Huntzinger  et  al.  2010).  Des  analyses  génétiques  montrent  que  le  domaine  N‐terminal  qui permet de s’associer à Ago2, et  le domaine effecteur C‐terminal, sont tous les deux nécessaires au rôle de GW182 dans  la  répression de  l’expression des gènes engendrée par  les miARN, par contre la localisation de GW182, dans les P‐Bodies n’est pas indispensable (Eulalio et al. 2009a). L’ensemble de ces données suggère que le rôle des miARN et des protéines Ago pourrait être de recruter  la  protéine  GW182  au  niveau  de  l’ARNm  cible,  pour  favoriser  la  dégradation  ou  la répression traductionnelle des transcrits (Fabian et al. 2010).   
I.2.2.4. La spécificité de liaison des miARN sur les ARNm cibles  La reconnaissance de l’ARNm cible par le miARN est primordiale pour permettre une régulation sélective  des  ARNm.  Elle  permet  de  recruter  le  complexe  RISC  au  niveau  d’un  messager 
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spécifique pour réguler sa traduction ou sa dégradation. Cette spécificité est permise grâce à une certaine  complémentarité  entre  la  séquence  située  sur  l’ARNm,  appelée  MRE  (MicroARN Response Element) , et la séquence du miARN.   
   
Figure 11 : Principe de la reconnaissance des ARNm cibles par les miARN. Les miARN se fixent le plus souvent  au  niveau  des  régions  3’UTR  des  ARNm.  L’appariement  des  nucléotides  du  miARN  avec  la séquence de l’ARNm doit être parfait au niveau d’une région d’ancrage appelée « Seed region », comprise entre les nucléotides 2‐8 du coté de l’extrémité 5’P du miARN (traits pleins entre les nucléotides entourés par les rectangles rouge foncé et vert). Au niveau de la séquence de l’ARNm, on retrouve le plus souvent une  adénine  (A)  en  face  du  nucléotide  en  position  1  et  une  adénine  ou  une  uridine  (U)  en  face  du nucléotide en position 9 du miARN. La séquence de l’ARNm opposée à celle du miARN entre les positions 9 et 12 est rarement appareillée et forme une boucle qui empêche le clivage endonucléolytique de l’ARNm par Ago2.  La  séquence  opposée  à  celle  de  l’extrémité  3’  du miARN doit  être  au moins  complémentaire entre les bases 13 et 16 (rectangle orange) (Filipowicz, 2008).   Historiquement,  il  était  considéré  que  chez  les  plantes,  l’appariement  parfait  du  miARN, généralement  au  niveau  d’un  site  unique  de  son  ARNm  cible,  était  suivi  du  clivage endonucléolytique de l’ARNm (Jones‐Rhoades et al. 2006). A l’inverse, l’idée prévalait que  chez les métazoaires, où cet appariement est rarement parfait, l’inhibition de l’expression du transcrit cible était plutôt  la conséquence d’une inhibition de sa traduction. Plusieurs règles, qui ont été établies par des analyses expérimentales ou par des prédictions informatiques (Figure 11), ont été  déterminées  pour  prédire  la  fixation  d’un miARN  sur  son ARNm  cible  (Doench  and  Sharp 2004; Grimson et al. 2007; Nielsen et al. 2007) : (i)  Le  critère  le  plus  déterminant  est  une  hybridation  parfaite  entre  les  nucléotides  2‐8  à l’extrémité  5’  du  miARN,  appelée  la  région  d’ancrage  ou  « seed  region ».  Cette  région  est  la région la plus conservée entre différents miARN homologues chez les métazoaires (Lewis, B. P. et al. 2003). Au niveau de la séquence de l’ARNm, on retrouve le plus souvent une adénine (A) en face  du  nucléotide  en  position  1  et  une  adénine  ou  une  uridine  (U)  en  face  du  nucléotide  en position 9 du miARN.  (ii)  Les  règles  pour  l’appariement  miARN/ARNm  sont  plus  souples  pour  les  nucléotides s’hybridant au niveau de l’extrémité 3’ du miARN. Des mésappariements et des boucles peuvent 
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généralement  être  tolérés  à  cet  endroit.  Cependant,  la  complémentarité  à  l’extrémité  3’  du miARN,  notamment  entre  les  nucléotides  13‐16,  devient  nécessaire  si  l’appariement  en  5’  du miARN est faible (Brennecke et al. 2005). (iii) Des boucles ou des mésappariements sont généralement présents dans la région centrale du duplex  miARN –  ARNm,  ce  qui  pourrait  limiter  le  clivage  endonucléolytique  par  la  protéine Ago2. Le    degré  de  complémentarité  entre  les miARN  et  leurs  sites  de  liaison  sur  les  transcrits  est souvent  présenté  comme  un  argument  décisif  pour  déterminer  le mode  d’action  d’un miARN après le recrutement du complexe miRISC. Un autre argument est la présence de multiple sites de fixation d’un miARN sur un même transcrit, retouvée plus fréquemment chez les animaux . La multiplicité  des  sites  de  fixation  de miARN  serait  parfois  nécessaire  pour  la  répression  de  la traduction  d’un  ARNm  exercée  par  les  miARN.  Ces  principes  ont  souvent  été  utilisés  pour différencier l’action des miARN chez les plantes, de celle retrouvée chez les animaux. Pourtant, plusieurs  études  suggèrent  que  ces  notions  devraient  être  réévaluées.  En  effet,  des  exemples montrent que des miARN chez les plantes ou des miARN viraux sont aussi capables de réprimer la traduction de  leur cible, plutôt que d’induire un clivage endonucléolytique  , en dépit de  leur appariement  parfait  avec  l’ARNm.  Cela  implique  que  le  seul  paramètre  de  l’appariement  des bases  entre  le  miARN  et  l’ARNm  n’est  pas  suffisant  pour  déterminer  le  mode  d’action  d’un miARN  et  que  d’autres  éléments  doivent  être  considérés.    Le  type  de  protéines  Ago  ou  la composition  du  complexe  miRISC,  dans  lequel  le  miARN  est  recruté  pourrait,  par  exemple, influencer le mode d’action d’un miARN (Brodersen et al. 2010).  La structure secondaire de l’ARNm joue également un rôle important. En effet des régions très structurées,  contenant  par  exemple  des  formes  en  tige,  réduisent  l’accessibilité  du miARN  au niveau de la séquence MRE de l’ARNm (Kertesz et al. 2007). A l’inverse, des régions riches en AU, sur  lesquelles  des  facteurs  protéiques  peuvent  potentiellement  venir  se  fixer,  sont  moins structurées et permettent une meilleure accessibilité du miARN au niveau de sa cible (Grimson et  al.  2007;  Nielsen  et  al.  2007).  Par  ailleurs,  plusieurs  sites  du  même  miARN  ou  de  miARN différents  peuvent  être  requis  pour  obtenir  une  répression  optimale.  Si  ces  sites  se  situent  à proximité  les uns des autres,  ils agissent alors dans  la plupart des cas de manière coopérative (Grimson et al. 2007).  Enfin, même  si  la majorité  des  sites  de  liaison  de miARN,  caractérisés  expérimentalement  ou prédits,  est  située  dans  les  régions  3’UTR des ARNm,  des  exemples montrent  que  des miARN peuvent également réguler l’expression des gènes en se fixant au niveau de l’ORF ou de la région 5’UTR des ARNm (Duursma et al. 2008; Forman et al. 2008). Il est intéressant de noter, que dans la  plupart  des  cas,  la  fixation  d’un  miARN  au  niveau  de  la  région  5’UTR  des  ARNm  est 
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accompagnée d’une activation de sa traduction (Chang, J. et al. 2008; Orom et al. 2008; Tsai et al. 2009).  
I.2.2.5. Régulation de la traduction par les miARN  Le  brin  mature  du  miARN  s ‘associe  avec  les  protéines  Argonautes  pour  former  le  cœur  du complexe effecteur multiprotéique RISC. Guidé par  la  complémentarité des  séquences entre  le petit ARN et  l’ARNm cible,  le miARN associé au complexe RISC permet de réguler  l’expression des  gènes par  trois processus différents :  (i)  un  clivage  spécifique  (ii)  une  augmentation de  la dégradation  des  ARNm  (iii)  une  inhibition  ou  une  activation  de  la  traduction.  Le  premier processus, communément appelé « RNAi », a  lieu généralement  lors d’une hybridation parfaite entre  l’ARNm  cible  et  le  miARN.  Chez  les  mammifères  seul  Ago2  peut  exercer  ce  clivage spécifique.  A  l’inverse,  les  deux  autres  processus  peuvent  être  réalisés  par  l’une  des  quatre protéines Argonautes.  Il n’est pas encore clairement défini si  l’augmentation de  la dégradation de l’ARNm cible et l’inhibition de la traduction sont des événements mutuellement exclusifs ou reliés.  Il  est  probable  que  la    répression  de  l’expression  des  gènes    exercée  par  les  miARN implique plutôt la combinaison des deux phénomènes (Filipowicz et al. 2008; Gu, S. et al. 2010). Les mécanismes exercés par les miARN pour réguler la traduction ne sont pas encore clairement élucidés.  Plusieurs  hypothèses  (Figure  12),  qui  apparaissent  parfois  contradictoires  ont  été proposées  (Eulalio  et  al.  2008b;  Filipowicz  et  al.  2008;  Fabian  et  al.  2010a).  Les  miARN pourraient :  (i) inhiber l’initiation de la traduction (ii)  inhiber  l’élongation  de  la  traduction  ou  provoquer  une  terminaison  prématurée  de  la traduction (iii)  réprimer  l’expression de  leurs ARNm cibles  en  les  séquestrant dans de petites  structures cytoplasmiques appelées P‐Bodies.  (iv) activer la traduction dans certains cas particuliers Dans  les  paragraphes  qui  suivent,  nous  détaillerons  les  principaux  travaux  qui  ont  permis d’émettre ces hypothèses. Alors que  le dernier paragraphe nous permettra de discuter du  lien qu’il semble exister entre traduction, déadénylation et dégradation.  
A. Répression de l’initiation de la traduction par les miARN  Plusieurs observations suggèrent que la répression de la traduction engendrée par les miARN se fait au niveau de l’étape de l’initiation : 
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(i) Les ARNm dépourvus de coiffe en 5’ ou traduits par une séquence IRES sont réfractaires à la répression de la traduction par les miARN (Humphreys et al. 2005; Pillai et al. 2005; Mathonnet et al. 2007; Wakiyama et al. 2007). (ii) Le recrutement des ribosomes sur l’ARNm peut être inhibé par la présence d’un miARN. En effet, l’analyse du profil polysomique montre que la fixation d’un miARN au niveau de la région 3’UTR  d’un  ARNm  est  accompagnée  d’un  décalage  de  l’ARNm  des  fractions  les  plus  denses (correspondant  aux  fractions  les  mieux  traduites)  vers  les  fractions  les  moins  denses (correspondant aux fractions les moins traduites) (Pillai et al. 2005; Bhattacharyya et al. 2006a; Huang, J. et al. 2007; Ding and Grosshans 2009). En accord avec l’hypothèse d’un blocage de l’initiation de la traduction par les miARN, l’équipe de Kiriakidou a observé que Ago2 se lie directement, bien que faiblement au niveau de la coiffe des ARNm. Cela suggère que la liaison d’Ago2 au niveau de la coiffe des ARNm puisse entrer en compétition avec le facteur eIF4E, et inhiber ainsi la traduction. Cette étude indique également que le domaine MID d’Ago2 présente un certain degré d’homologie avec le facteur eIF4E, qui se lie  à  la  coiffe  des  ARNm.  Il  contient  deux  résidus  aromatiques  (deux  phénylalanines  F47  et F505),  qui pourraient  fonctionner de manière  similaire  à  ceux du  facteur  eIF4E en  se  liant de part  et  d’autre  de  la  coiffe  des  ARNm.  La mutation  de  ces  deux  résidus  aromatiques  par  des valines,  abolit  l’interaction  d’Ago2  avec  des  billes  sépharose‐m7GTP  (Kiriakidou  et  al.  2007). L’hypothèse d’un tel mécanisme de compétition entre la liaison d’Ago2 et de eIF4E sur la coiffe est soutenue par des études in vitro dans lesquelles l’ajout du complexe eIF4E permet de lever la répression de l’expression d’un gène rapporteur induite par un miARN (Mathonnet et al. 2007). Pourtant ce modèle séduisant est remis en cause par les travaux de Eulalio, qui démontrent que la mutation des deux résidus aromatiques du domaine MID, dissocie l’interaction entre Ago2 et GW182,  une  protéine  essentielle  pour  la  répression  de  l’expression  des  gènes  par  les miARN, mais  n’affecte  pas  sa  liaison  à  la  coiffe  des  ARNm  (Eulalio  et  al.  2008a).  De  plus,  une  étude structurale révèle que la protéine Ago2 et le facteur eIF4E sont structuralement assez différents (Kinch and Grishin 2009). Cependant, une autre étude soutient l’idée que la déstructuration du complexe de liaison à la coiffe eIF4F, pourrait être responsable de l’inhibition de l’initiation de la traduction  engendrée  par  les  miARN.  En  utilisant  des  extraits  embryonnaires  de  drosophile, l’équipe d’Iwasaki a démontré que les protéines dAgo1 et dAgo2 inhibent la traduction par deux mécanismes différents (Iwasaki et al. 2009). dAgo1, interagit avec dGW182 et inhibe la synthèse protéique,  en  induisant  le déadénylation des ARNm et  leur dégradation  (Behm‐Ansmant  et  al. 2006; Eulalio et al. 2008a). Alors que dAgo2 se lie à eIF4E et réprime la traduction en entrant en compétition avec eIF4G pour sa liaison sur eIF4E (Iwasaki et al. 2009). Une autre étude menée, par Chendrimada, suggère que les miARN peuvent inhiber les premières étapes  de  la  traduction  par  un mécanisme  différent,  en  empêchant  la  liaison  de  la  sous‐unité 
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ribosomique 60S à  la  sous unité 40S. En utilisant des  cellules humaines,  les  auteurs montrent que la protéine Ago2 se lie au facteur de traduction eIF6. eIF6 est un facteur de l’initiation de la traduction  qui  inhibe  l’association  des  sous  unité  60S  et  40S,  pour  permettre  à  chaque  unité d’intervenir dans un nouveau cycle de traduction. Dans des cellules HeLa, la délétion de eIF6 par stratégie  siARN,  lève  l’inhibition  de  la  traduction  de  gènes  rapporteurs  engendrée  par  des miARN.  Ainsi  Ago2  en  interagissant  avec  le  facteur  eIF6,  au  sein  du  complexe  RISC  pourrait bloquer le recrutement de la sous‐unité 60S sur des ARNm ciblés par des miARN (Chendrimada et al. 2007). Cette hypothèse est confortée par les travaux de Wang qui montrent que les ARNm régulés par des miARN sont liés à la sous unité 40S, mais pas à la sous unité 60S (Wang, B. et al. 2008). Cependant ces travaux ne sont pas reproduits dans des cellules de drosophiles (Eulalio et al.  2007b).  De  plus  l’implication  de  eIF6  dans  la  biogénèse  des  ribosomes  (Basu  et  al.  2001; Gandin  et  al.  2008)  fragilise  cette  théorie  et  indique  que  l’effet  de  eIF6  dans  la  répression  de l’expression des gènes par les miARN est plutôt un effet indirect. 
B. Répression des étapes suivant l’initiation de la traduction par les 
miARN  Les arguments en faveur d’un modèle selon lequel la répression de la traduction par les miARN se  fait  au  niveau  des  étapes  ultérieures  à  l’initiation  reposent  sur  des  observations  très contradictoires par rapport à celles énoncées au chapitre précédent. D’une part, certaines études montrent  que  des  ARNm  régulés  par  des  miARN,  sont  retrouvés  dans  les  fractions  les  plus denses des polysomes. (Maroney et al. 2006; Nottrott et al. 2006; Petersen et al. 2006). D’autre part, d’autres travaux montrent que la traduction d’un ARNm par un mécanisme IRES peut être réprimée par un mécanisme dépendant des miARN (Petersen et al. 2006).  Plusieurs modèles  ont  été  proposés  pour  expliquer  le  rôle  des miARN  dans  l’inhibition  de  la traduction après l’étape d’initiation : (i) Des expériences de marquage métabolique ont permis à l’équipe de Peterson de suggérer que les miARN pourraient entraîner une terminaison précoce de la traduction par détachement des ribosomes  de  l’ARNm.  En  effet,  des  ARNm    cibles  de  miARN    associés  aux  polysomes  sont dissociés  plus  rapidement  que  des  ARNm  contrôle,  non  régulés  par  des  miARN,  lorsque  les cellules  sont  traitées avec un  inhibiteur de  la  traduction,  tel que  la puromycine  (une molécule entraînant une terminaison précoce de l’élongation)  (Petersen et al. 2006; Karaa et al. 2009). (ii)  Le  second modèle  propose  que  les miARN  associés  au  complexe RISC  pourraient  recruter une enzyme protéolytique non identifiée, qui dégrade le peptide naissant (Nottrott et al. 2006). Cette  hypothèse  est  basée  sur  l’observation  suivante :  les  polypeptides  naissants  d’un rapporteur  étiquette  Myc  en  N‐terminal  ne  sont  pas  détectés  par  immunoprécipitation  des extraits  polysomiques,  lorque  l’ARNm  du  rapporteur  est  sous  le  contrôle  du  miARN  let‐7. 
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Cependant, sans être complètement exclue cette hypothèse semble peu problable. En effet, des expériences,  permettant  de  cibler  les  peptides  vers  le  réticulum  endoplasmique  (RE)  (en utilisant  une  séquence  codant  pour  un  signal  de  reconnaissance  du  RE),  où  les  protéines naissantes  ne  peuvent  subir  de  protéolyse,  n’ont  pas  permis  d’observer  de  différence  dans  la répression de la traduction engendrée par les miARN (Pillai et al. 2005). 
C. Séquestration des ARNm dans les P‐Bodies par les miARN  Les  P‐Bodies  (Processing–Bodies)  sont  de  petites  structures  cytoplasmiques ribonucléoprotéiques  visibles  en  microscopie  optique,  au  sein  desquelles  sont  retrouvés  des ARNm,  des  miARN,  ainsi  que  des  effecteurs  protéiques  impliqués  dans  la  répression  de l’expression  des  gènes  par  les  miARN,  tels  que  les  protéines  GW182,  Ago2,  ou  dans  la dégradation  des  ARNm,  comme  le  complexe  de  déadénylase  CAF1‐CCR4‐NOT1,  l’enzyme  de décoiffage DCP2, des activateurs du décoiffage  (DCP1, EDC3, Ge‐1) et  l’ARN hélicase RCK/p54. En revanche,  les ribosomes et  la plupart des facteurs canoniques de la traduction sont absents de  ces  structures  (Balagopal  et  al.  2009).  Il  existe  une  corrélation  entre  la  répression  de  la traduction engendrée par  les miARN et  l’accumulation des ARNm cibles dans  les P‐Bodies. Par exemple,  l’ARNm de  cat­1  dont  la  traduction  est  inhibée  par miR‐122,  est  localisé  dans  les  P‐bodies,  alors  qu’il  est  relocalisé  hors  des  P‐Bodies  lors  d’un  stress  qui  lève  la  répression traductionnelle  exercée  par  miR‐122  (Bhattacharyya  et  al.  2006a).  De  même,  miR‐29a,  en interagissant  avec  la  région  3’UTR  de  hiv­1,  dirige  l’ARNm  de  hiv­1  vers  les  P‐Bodies  des lymphocytes T humains, alors que la déplétion d’un des composants des P‐Bodies augmente la production virale d’HIV‐1 (Nathans et al. 2009). Il est également observé que la transfection de miARN  ou  de  siARN  dans  des  cellules  est  aussi  accompagnée  de  la  formation  des  P‐Bodies (Pauley et al. 2006; Pauley et al. 2010). Une des hypothèse permettant d’expliquer  l’action des miARN  serait  que  les ARNm cibles  des miARN  sont  sequestrés  au niveau de  ces  structures  et donc séparés des structures polysomiques nécessaires pour leur traduction (Eulalio et al. 2007a; Parker et al. 2007; Eulalio et al. 2008b). Si initialement, il a été proposé que les P‐Bodies pourraient être directement impliqués dans la répression de l’expression des gènes engendrée par les miARN, cette notion est à présent remise en  cause,  notamment  parce  que  les  premières  études,  qui  ont  permis  de  conclure  que  la déstructuration  des  P‐Bodies  interfère  avec  l’action  des  miARN,  présentent  certaines  limites, dont la plus importante reste l’utilisation de la délétion de la protéine GW182 pour  déstructurer les P‐Bodies (Jakymiw et al. 2005; Liu, J. et al. 2005; Rehwinkel et al. 2005). En effet, GW182 était alors  utilisée  comme  un marqueur  des  P‐Bodies.  La  protéine  GW182  a  été  isolée  à  partir  de sérum de patients atteints de neuropathies motrices et sensorielles, présentant de nombreuses petites  structures  cytoplasmiques.  L’identification  du  rôle  de  GW182  dans  la  répression 
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traductionnelle et la dégradation des ARNm régulés par des miARN rend  ces démonstrations, à présent,  peu  convainquantes.  D’autant  plus  qu’il  a  été  montré  que  l‘action  de  GW182  est indépendante  de  sa  présence  dans  les  P‐Bodies,  puisque  la  transfection  d’un  mutant  de  la protéine  GW182  qui  ne  se  localise  plus  dans  les  P‐Bodies,  permet  de  restaurer  l’action  des miARN dans des cellules, où  la protéine GW 182 endogène a été déplétée (Eulalio et al. 2009). D’autres travaux montrent aussi que la répression de l’expression des gènes par les miARN est possible  même  en  l’absence  de  la  formation  des  P‐Bodies.  En  revanche,  l’inhibition  de  la biogénèse des miARN ou la déplétion de protéines impliquées dans la répression des ARNm par les miARN destructure  les P‐Bodies,  suggérant que  la  formation des P‐Bodies nécessite que  la voie de répression de l’expression des gènes par les miARN soit fonctionnelle (Chu et al. 2006; Pauley et al. 2010; Eulalio et al. 2007c; Pauley et al. 2010). Cela suggère que la formation des P‐Bodies n’est pas  essentielle  à  l’action des miARN et  serait  plutôt une  conséquence  et non une cause de la répression de la traduction engendrée par les miARN (Eulalio et al. 2007b). Cependant, il est possible que ces structures, même si elles ne sont pas nécessaires à l’action des miARN, contribuent à prolonger leurs effets. Les P‐Bodies peuvent donc être considérées comme des lieux de stockage des ARNm dont la traduction est réprimée. Par ailleurs, ces structures sont très dynamiques :  leur nombre et  leur  taille varient en  fonction du cycle cellulaire et du statut traductionnel de la cellule (Lian et al. 2006; Pauley et al. 2006 ; Eulalio et al. 2007a; Parker and Sheth  2007).  Il  existe  de  nombreux  échanges  d’ARNm  entre  les  différentes  structures cytoplasmiques  (P‐Bodies,  SG, polysomes,  exosomes). Ainsi  les P‐Bodies pourraient  également servir de  lieu de  tri  des ARNm, où  ils  seraient provisoirement  stockés,  avant d’être  réengagés vers  d’autres  structures  qui  détermineront  leur  devenir  (Eulalio  et  al.  2007a  ;  Balagopal  and Parker 2009).  
D. Activation de la traduction par les miARN  Les  travaux  de  Vasudevan  sont  les  premiers  à  avoir  reporté  que  dans  certaines  conditions, comme par exemple lors d’un arrêt du cycle cellulaire, les miARN peuvent activer la traduction (Vasudevan et al. 2007a; Vasudevan et al. 2007b). Dans cet exemple,  la  traduction d’un ARNm rapporteur  est  augmentée  par  la  fixation  de  miR‐369  sur  une  séquence  ARE  située  dans  la région  3’UTR  du  tnfα  et  est  associée  au  recrutement  d’Ago2  et  de  FXR1  sur  l’ARNm.  Depuis, plusieurs  exemples  montrent  qu’un  miARN  peut  stimuler  la  traduction.  Le  plus  souvent  une interaction du miARN avec des séquences situées au niveau de  la  région 5’UTR de  l’ARNm est observée  (Chang,  J.  et  al.  2008;  Henke  et  al.  2008;  Orom  et  al.  2008;  Tsai  et  al.  2009).  Par exemple, miR‐10a interagit au niveau d’une région en aval du motif 5’ TOP, caractéristique des ARNm codant des protéines  ribosomales,  et  augmente  leur  traduction  (Orom et  al.  2008).  Les 
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travaux de Henke montrent que miR‐122, qui avait été auparavant  identifié comme un miARN réprimant la traduction de l’ARNm de hcv en se fixant au niveau de sa région 3’UTR, est capable d’activer  la  traduction de ce messager quand  il  se  fixe sur une séquence située dans sa région 5’UTR, proche d’une séquence IRES, probablement en augmentant le recrutement des ribosomes au niveau de cette structure. Une explication possible à cette observation serait que, dans ce cas, miR‐122 ne recrute pas la protéine Ago2, mais agit plutôt comme une chaperonne en modifiant la  structure  de  l’ARNm  et  en  facilitant  l’accès  des  ribosomes  sur  l’ARNm de hcv  (Henke  et  al. 2008). Cette hypothèse est en accord avec une autre étude qui montre que la liaison de miR‐346 au niveau de la région 5’UTR de l’ARNm de rip140 (Receptor Interacting Protein 140) augmente sa  traduction  en  favorisant  l’association  de  l’ARNm  dans  les  fractions  polysomiques.  En revanche, l’activité de miR‐346 ne requiert pas l’association d’Ago2 (Tsai et al. 2009).  
E. Lien entre déadénylation, inhibition de la traduction et dégradation  Si les premières études concernant les fonctions des miARN ont suggéré que les miARN agissent sur la traduction sans affecter la déstabilisation de l’ARNm cible (Olsen et al. 1999; Seggerson et al. 2002), des études plus  récentes montrent que  la  répression  traductionnelle exercée par un miARN  est  fréquemment  associée  à  une  dégradation  de  l’ARNm  cible  (Nottrott  et  al.  2006; Petersen et al. 2006). En effet, des analyses à grande échelle montrent que la surexpression de certains miARN est corrélée à la diminution des ARNm cibles (Lim, L. P. et al. 2005 ; Giraldez et al.  2006).  Plusieurs  études  réalisées  dans  différents  modèles  (embryon  de  poisson  zèbre,  C. elegans,  D.melanogaster,  cellules  humaines),  montrent  que  les  miARN  accélèrent  la déadénylation et le décoiffage de leurs ARNm cibles (Behm‐Ansmant et al. 2006; Giraldez et al. 2006; Wu et al. 2006; Eulalio et al. 2007c). Les facteurs impliqués dans la dégradation des ARNm engendrée  par  les miARN,  sont  les  protéines  Argonautes,  la  protéine  GW182,  le  complexe  de déadénylase CAF1_CCR4_NOT, l’enzyme de décoiffage DCP2 et d’autres activateurs du décoiffage tels que DCP1, Ge‐1, EDC3 et RCK/P54 (Behm‐Ansmant et al. 2006; Eulalio et al. 2007c; Fabian et al. 2009). Ainsi, même si à présent il existe de nombreuses évidences montrant que les miARN peuvent  également  favoriser  la  dégradation  des  ARNm  cibles,  la  contribution  relative  de  ces différents  événements  moléculaires  (déadénylation,  inhibition  de  la  traduction,  dégradation) doit  encore  être  déterminée :  Est‐ce  que  ces  événements  sont  couplés ?  Et  si  oui,  dans  quel ordre ?  Existe  t‐il  une  spécificité  des  mécanismes  de  répression  des  miARN  en  fonction  des caractéristiques  de  chaque  transcrit,  ou  est‐ce  que  la  voie  de  répression  par  les miARN  est  la même pour tous les ARNm ? (Omer et al. 2009). Les travaux de Behm‐Ansmant, réalisés dans des cellules  de D. melanogaster,    suggèrent  que  les  processus  de  dégradation  et  d’inhibition  de  la traduction  par  les  miARN  sont  indépendants.  En  effet,  en  délétant  le  gène  de  NOT‐1,  un 
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composant essentiel au niveau du complexe de déadénylase,  la dégradation des ARNm par  les miARN est abrogée, alors que l’expression protéique n’est pas complètement restaurée (Behm‐Ansmant et al. 2006). Certaines études soutiennent plutôt le modèle selon lequel la dégradation des ARNm est un processus qui prolonge l’inhibition de la traduction. Les travaux de Fabian ont examiné les mécanismes et la cinétique de déadénylation des ARNm par les miARN en utilisant des extraits murins d’ascites Krebs‐2. Leur conclusion suggère que l’inhibition de la traduction engendrée  par  les  miARN  et  la  déadénylation  des  ARNm  cibles  sont  deux  processus indépendants et séquentiels. La répression de la traduction a lieu la première heure, alors que la déadénylation  a  lieu  la  seconde  heure  et  permet  de  potentialiser  la  répression  (Fabian  et  al. 2009).  Cette  observation  a  été  confirmée  par  d’autres  analyses  cinétiques  réalisées  in  vitro (Mathonnet  et  al.  2007;  Zdanowicz  et  al.  2009).  De  manière  intéressante,  d’autres  travaux soutiennent plutôt l’hypothèse inverse, c’est à dire que la déadénylation initie l’inhibition de la traduction. En effet  il a été montré que  la répression traductionnelle exercée par  let‐7 n’a plus lieu lorsque le rapporteur est dépourvu de queue poly (A), ou lorsque la polyadénylation a été bloquée par stratégie antisens. Cela suggère que le processus de déadénylation est requis pour la répression  traductionnelle  (Beilharz  et  al.  2009)  et  cela  confirme  également  un  résultat antérieur  démontrant  que  la  longueur  de  la  queue  poly  (A)  augmente  la  répression traductionnelle  engendrée  par  les  miARN  (Wang,  B.  et  al.  2006).  Les  travaux  de  Wakiyama soulignent  le  rôle  important  joué  par  la  coiffe  des  ARNm  et  par  la  queue  poly  (A)  dans  la répression  des  gènes  par  les miARN.  A  partir  de  cette  observation,  il  propose  que  les miARN provoquent  dans  un  premier  temps  une  déadénylation  des  ARNm  cibles,  qui  entraînent  une perte  de  la  conformation  circulaire  de  l’ARNm  entre  la  coiffe  et  la  queue  poly  (A)  et  par conséquent  favorise  l’inhibition  de  la  traduction  (Wakiyama  et  al.  2007).  Cette  hypothèse  est confortée par de récents travaux qui montrent que la protéine GW182 interagit avec la protéine PABPC1. Cette interaction empêche la liaison du facteur eIF4G à la protéine PABPC1. La protéine GW182 favorise ainsi la répression des gènes d’une part en interférant avec la circularisation de l’ARNm mais aussi en recrutant les complexes de déadénylases (Zekri et al. 2009).  Finalement  il  est difficile de  réconcilier  les différents modes de  régulation de  l’expression des gènes  par miARN  (Figure  12).  Ces  différents modes  reflètent  peut‐être  différentes  approches expérimentales  ou  différentes  interprétations.  Il  est  également  possible  que  les  miARN répriment  l’expression  des  gènes  par  de multiples mécanismes  ou  par  un  unique mécanisme, mais  que  les  différents  modes  d’action  représentent  des  effets  secondaires  de  l’événement principal. Enfin, il est probable que la dégradation ou l’inhibition de la traduction d’un ARNm par un  miARN  dépende  de  la  structure  du  duplex  miARN‐ARNm  cible  (nombre,  type  et positionnement des non appariements)(Aleman et al. 2007).  
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Figure 12 : Mécanismes moléculaires hypothétiques de la répression des gènes par les miARN. Le  complexe  permettant  la  répression  de  l’expression  des  gènes  par  les  miARN,  appelé  miRISC    est composé  au minimum des  protéines  Argonaute  (AGO ;  cercle  vert),  de  GW182  (cercle  bleu),  de  PABCP 
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(cercle gris), qui se lie à la queue poly (A). Les ARNm sont représentés dans leur conformation circulaire, formée  grâce  à  l’interaction  de  la  protéine  cytoplasmique  liant  la  queue  de  poly  (A)  PABPC1  avec  le facteur d’initiation de la traduction eIF4G, qui est lui même lié au facteur eIF4E qui interagit avec la coiffe des ARNm (A) La reconnaissance de l’ARNm cible par miRISC se fait chez l’animal par appariement partiel entre les nucléotides du miARN et ceux de l’ARNm. (B) AGO interagit avec GW182, qui se lie à PABCP et favorise  le  recrutement  du  complexe  de  déadénylation  (CCR4,  NOT,  CAF‐1).  Il  est  supposé  que  la déadénylation  peut  précéder  l’inhibition  de  la  traduction,  puisque  l’ARNm  perd  ainsi  sa  conformation circulaire  ou  favoriser  la  dégradation  des  ARNm.  L’ordre  séquentiel  entre  les  étapes  de  déadénylation, d’inhibition de la traduction et de dégradation des ARNm par les miARN est encore controversé, ce qui est représenté par  « ? » sur ce schéma. (C) Plusieurs hypothèses sont possibles pour expliquer l’inhibition de la  traduction  par  les  miARN :  (i)  Inhibition  de  l’étape  d’initiation  de  la  traduction  par  les  miARN.  Les protéines AGO pourraient empêcher le complexe eIF4F de se lier à la coiffe des ARNm (Kiriakidou, 2007 ; Iwasaki,  2009).  Les  protéines  AGO  pourraient  recruter  le  facteur  eIF6,  qui  empêche  la  sous  unité ribosomique  60S  de  se  lier  à  la  sous  unité  40S  (Chendrimada,  2007)  (ii)  Inhibition  par  les miARN  des étapes suivant l’initiation de la traduction. Le complexe miRISC pourrait réprimer la traduction des ARNm en  bloquant  l’élongation  de  la  traduction  et  en  favorisant  la  dissociation  prématurée  des  ribosomes (Peterson,  2006).  Un  deuxième modèle  propose  que  la  traduction  n’est  pas  inhibée mais  plutôt  que  le peptide  naissant  est  dégradé  de  manière  cotraductionnelle  (Nottrott,  2006).  (D)  la  déadénylation  des ARNm  peut  entraîner  le  recrutement  des  complexes  de  décoiffage  des  ARNm  (DCP1,  DCP2  et  d’autes cofacteurs), suivie de la dégradation des ARNm par l’exonucléase 5’‐3’ XRN1. Les ARNm deadénylés, dont la  traduction  est  réprimée,  peuvent  être  stockés dans des  structures  cytoplasmiques  appelées P‐Bodies (schéma réalisé d’après Huntzinger, 2011).                                      
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II. Inhibition globale de la traduction sous différents stress   
L’inhibition de la traduction permet de limiter la consommation d’énergie, estimée à plus de 50% de 
l’énergie de la cellule (Buttgereit et al. 1995) pour le seul processus de la traduction, et de rediriger 
les  efforts  vers  la  réparation  des  dommages  ou  la  mise  en  place  des  mécanismes  de  survie.  La traduction  globale  des  messagers  est  régulée  par  l’accessibilité  et/ou  le  statut  de phosphorylation  des  facteurs  canoniques  de  la  traduction,  alors  que  la  régulation  de  la traduction  spécifique  de  certains  messagers  met  en  jeu  des  séquences  ou  des  structures spécifiques situées dans les régions 5’UTR ou 3’ UTR des ARNm sur lesquels des facteurs trans, tels que des protéines de liaison aux ARNm  ou des miARN vont venir se fixer.   
II.1. Inhibition de la traduction générale sous stress par régulation de la 
phosphorylation des facteurs canoniques de la traduction  
II.1.1. Régulation de la formation ou de l’activité du complexe eIF4F par 
phosphorylation des facteurs canoniques de la traduction eIF4E, eIF4G, eIF4B 
et 4EBP 
II.1.1.1. Régulation de la phosphorylation de eIF4E  Un des points de  contrôle majeur de  la  traduction  est  le  recrutement du  complexe 43S par  le complexe eIF4F. La formation de ce complexe peut être compromise par la régulation du facteur canonique eIF4E. Le  facteur eIF4E est phosphorylé sur  la  serine 209, par  les  serine/thréonine kinases MnK1/2 (Mitogen‐activated protein kinase (MAPK)  interacting signal kinase)  (Ueda et al. 2004). Mnk1 est activée par les voies de signalisation contrôlant la réponse au stress, ERK1/2 et P38 MAP kinase (Fukunaga et al. 1997; Waskiewicz et al. 1997). Les premières études, qui se sont  intéressées  à  l’effet  de  la  phosphorylation  de  eIF4E  sur  l’efficacité  de  traduction,  ont suggéré  que  la  phosphorylation  de  eIF4E  augmente  son  affinité  pour  la  coiffe  (Minich  et  al. 1994)  et  est  corrélée  à  une  augmentation  de  la  traduction  dans  des  cellules  traitées  par  des hormones, des facteurs de croissances ou des mitogènes (Gingras et al. 1999). Cependant, l’effet de la phosphorylation de eIF4E sur l’initiation de la traduction a été controversé (Scheper et al. 2002a). Par exemple, d’autres essais, réalisés in vitro, montrent que eIF4E est lié à un analogue de  la  coiffe  avec  une  plus  forte  affinité,  quand  il  se  présente  sous  sa  forme  non  phosphorylé (Scheper  et  al.  2002b).  D’autres  études,  utilisant  des  cellules  murines  délétées  pour  le  gène Mnk1 ou Mnk2, montrent que Mnk1 est responsable de la phosphorylation de eIF4E en réponse à l’activation des MAP‐kinases, alors que Mnk2 joue un rôle dans la phosphorylation constitutive de eIF4E, mais que la synthèse protéique n’est pas affectée dans des cellules invalidées pour les deux gènes, où le facteur eIF4E n’est pas phosphorylé (Ueda et al. 2004). Cependant, une étude 
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plus récente, montre que des souris surexprimant une forme non phosphorylable de eIF4E sont résitantes à la tumorigenèse et que les ARNm sont moins bien traduits lorsque eIF4E n’est pas phosphorylé (Furic et al. 2010). Enfin, sous certains stress, tels que les chocs thermiques ou les infections  virales,  on  observe  une  déphosphorylation  du  facteur  eIF4E  qui  est  associée  à  une inhibition globale de la traduction (Duncan et al. 1989; Huang, J. T. et al. 1991)  
II.1.1.2. Régulation de la phosphorylation de 4E‐BP  L’interaction eIF4E‐eIF4G est régulée par les protéines appelées 4E‐BP (4E‐Binding Protein), qui comprennent 4E‐BP1, 4E‐BP2 et 4E‐BP3. Ces protéines entrent en compétition avec  le  facteur eIF4G pour se lier à eIF4E, empêchant ainsi la formation du complexe eIF4F (Pause et al. 1994 ; Poulin et al. 1998 ; Marcotrigiano et al. 1999). L’interaction entre les protéines 4E‐BP et eIF4E dépend  de  l’état  de  phosphorylation  des  protéines  4E‐BP  (Karim  et  al.  2001).  L’affinité  des protéines 4E‐BP pour eIF4E diminue quand elles sont sous forme hyperphosphorylée. eIF4E est alors disponible pour se fixer sur eIF4G et initier la traduction (Figure 13). Certains facteurs qui stimulent  la  croissance  et  la  prolifération  cellulaire,  comme  les  facteurs  de  croissance,  les hormones ou les nutriments, induisent une augmentation de la synthèse protéique, en favorisant la  phosphorylation  des  protéines  4E‐BP.  En  revanche,  lorsque  la  prolifération  cellulaire  est bloquée  ou  lors  de  l’apoptose,  la  phosphorylation  des  protéines  4E‐BP  est  diminuée  et  la traduction  est  inhibée  (Sheikh  et  al.  1999;  Clemens  2001).  Ainsi,  la  privation  en  nutriments essentiels (Yoshizawa et al. 1998; van Sluijters et al. 2000), l’ischémie ou l’hypoxie (Martin, M. E. et al. 2000; Connolly, E. et al. 2006; Koritzinsky et al. 2006), la toxicité de l’éthanol (Lang, C. H. et al. 2000), le traitement par glucocorticoïdes (Shah et al. 2000), les stress oxydatifs (Chen, L. et al. 2010),  les  radiations  ionisantes  (Braunstein  et  al.  2009),  les  infections  virales  (Gingras  et  al. 1996;  Connor  et  al.  2002)  et  les  dommages  à  l’ADN  (Tee  et  al.  2000;  Jeffrey  et  al.  2002)  sont autant de stress environnementaux qui réduisent la disponibilité de eIF4E par ce mécanisme.  La phosphorylation de 4E‐BP est contrôlée par l’activité de la kinase mTOR (mammalian Target Of  Rapamycine),  qui  intègre  différentes  voies  de  signalisation  en  réponse  aux  stress,  pour réguler  la traduction (Gingras et al. 2001; Hay et al. 2004). mTOR est activée en réponse à des facteurs de croissance, à l’insuline ou à des acides aminés, et phosphoryle 4E‐BP, qui se dissocie de eIF4E et active la traduction (Wang, X. et al. 1998; Wang, L. et al. 2000; Kimball et al. 2010). En  revanche,  sous  des  conditions  environnementales  défavorables,  telles  que  la  privation  en nutriments, l’hypoxie, les stress métaboliques, les stress oxydatifs, les dommages à l’ADN et les chocs  thermiques,  l’activité  de  mTOR  est  inhibée  (Reiling  et  al.  2006).  La  forme hypophosphorylée de 4E‐BP interagit avec eIF4E et la traduction est inhibée. 
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Figure 13 : Liaison compétitive entre 4E­BP sous sa forme hypophosphorylée et eIF4G pour le site 
d’interaction de eIF4E. Les protéines 4E‐BP, en se liant au facteur eIF4E, empêchent l’interaction entre eIF4E et eIF4G et inhibent la traduction. Lorsque les protéines 4E‐BP sont phosphorylées, elles ne peuvent plus se lier à eIF4E. eIF4E est alors disponible pour interagir avec eIF4G et  former le complexe eIF4F nécessaire à  l’initiation de la traduction dépendante de la coiffe (Gebauer F ,2004).  
II.1.1.3. Régulation de la phosphorylation de eIF4G  Il  a  été  également  rapporté  que  le  facteur  eIF4G  peut  être  phosphorylé  par  la  protéine  PAK2 (P21 Activated protein Kinase 2), qui est activée en réponse aux dommages à l’ADN, tels que les radiations  ionisantes,  les  UV  et  le  cisplatine.  La  phosphorylation  du  facteur  eIF4G  limite  sa liaison à eIF4E et inhibe la traduction (Roig et al. 1999; Ling et al. 2005).   
II.1.1.4. Régulation  de  l’activité  de  l’ARN  hélicase  eIF4A  par  la 
phosphorylation du facteur eIF4B  eIF4B  est  une  RBP  qui  assiste  l’hélicase  eIF4A  pour  dérouler  les  structures  secondaires  des ARNm (Rogers et  al.  2001). La phosphorylation de eIF4B augmente  son activité pour  traduire des ARNm présentant une longue région 5’UTR très structurée (Manzella et al. 1991; Dmitriev et al. 2003). La phosphorylation de eIF4B est régulée par la protéine ribosomale S6 kinase (S6K), qui  est  une  cible  de  mTOR  (Raught  et  al.  2004).  C’est  pourquoi,  la  régulation  de  la phosphorylation  de  eIF4B participe  à  l’inhibition  générale  de  la  traduction  lorsque  la  kinase mTOR est inhibée par certains stress.  
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II.1.2. Régulation de la formation du complexe ternaire eiF2‐GTP‐ANRt met par 
phosphorylation de eIF2α   La  phosphorylation  de  la  sous‐unité  α  du  facteur  eIF2  inhibe  l’initiation  de  la  traduction  et permet  aux  cellules  de  s’adapter  à  différents  stress.  La  phosphorylation  de  eIF2α  induit  une augmentation  de  son  affinité  pour  eIF2B,  qui  va  être  séquestré  au  sein  du  complexe  inactif eIF2αP‐eIF2B. Par conséquent, l’échange du GDP en GTP du complexe eIF2 est inhibé (Pavitt et al. 1998 ; Sudhakar et al. 2000). Le complexe ternaire de l’initiation ne peut plus se reformer et la traduction globale de la plupart des ARNm est alors inhibée (Holcik et al. 2005) (Figure 14). Etant  donné  que  eIF2B  est  présent  en  quantité  limitante  dans  la  cellule,  même  une  faible augmentation de la phosphorylation du facteur eIF2α aura des conséquences importantes sur la formation  du  complexe  ternaire  et  sur  la  traduction  (Hershey  1991).  La  phosphorylation  du facteur eIF2α initie la formation de structures cytoplasmiques appelées granules de stress (SG). Les  granules  de  stress  sont  la  conséquence de  l’accumulation  cytoplasmique des  protéines  de liaison aux ARNm TiAR et TIA‐1 lors de stress. En effet, suite à une déplétion du complexe eiF2‐GTP‐tRNAmet i, les protéines TIAR et TIA‐1, localisées dans le cytoplasme favorisent l’assemblage d’un  complexe  de  pré‐initiation  inactif,  déficient  en  eIF2/eIF5,  au  niveau  des  ARNm,  dont  la traduction  est  inhibée.  Ces  différents  complexes  s’agrègent  alors  pour  former  les  granules  de stress  (Kedersha,  N.  L.  et  al.  1999).  Il  existe  un  équilibre  dynamique  entre  le  pool  d’ARNm présent  dans  les  granules  de  stress  et  celui  présent  dans  les  polysomes.  Dès  qu’un  nouveau complexe ternaire contenant eIF5‐eIF2 est reformé, il déplace la liaison de TIA‐1 et le transcrit peut être de nouveau traduit (Anderson et al. 2002a). Quatres kinases appartenant à  la famille des eIF2α  kinases sont capables de phosphoryler le facteur  eIF2α.  Le  domaine  catalytique  de  ces  kinases  est  très  conservé  et  permet  de phosphoryler  eIF2α  au  niveau  de  la  sérine  51.  En  revanche,  leurs  domaines  effecteurs  sont distincts  et  par  conséquent,  l’activation  de  ces  kinases  est  différente  en  fonction  du  type  de stress.  Par  exemple,  la  kinase  eIF2α  GCN2  (General  Control  Non  derepressive‐2)  est  activée durant une privation en sérum, par un mécanisme qui implique la liaison de tRNA non chargés sur son domaine régulateur C‐terminal, qui est homologue à celui de l’histidyl‐tRNA synthetase (HisRS)(Berlanga  et  al.  1999;  Sood  et  al.  2000;  Kimball  2001).  GCN2  est  aussi  activée  sous d’autres stress, tels que les irradiations aux UV, ou l’inhibition du protéasome (Deng et al. 2002; Jiang et al. 2005b; Jiang et al. 2005a; Wek et al. 2006). HRI (Heme Regulated Inhibitor Kinase) est une autre kinase eIF2α, dont l’activité est régulée en fonction de la concentration cellulaire en hème par deux domaines de  liaison à  l’hème, dont  l’un  est  situé  au niveau de  sa  région N‐terminale et l’autre au niveau de son domaine d’insert (Rafie‐Kolpin et al. 2000). HRI est activée, par  exemple,  dans  des  cellules  erythrocytaires  immatures  privées  d’hème,  mais  aussi  sous 
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d’autres  stress,  tels  que  les  chocs  thermiques  ou  osmotiques,  ainsi  que  lors  d’un  traitement  à l’arsenic  (Chen,  J.  J.  et al. 1995; Lu, L. et al. 2001). PKR  (Protéine Kinase RNA) est  régulée par deux domaines, situés dans sa région N‐terminale, requis pour la liaison des ARN doubles brins (dsRNA  (double  stranded RNA))(Garcia  et  al.  2007).  PKR est  ainsi  activée par des dsRNA  lors d’une  infection virale ou de réactions  inflammatoires  induites par  l’interféron (Williams 1999; Rojas et al. 2010). Une étude plus récente montre que PKR est aussi impliquée dans la réponse aux dommages à l’ADN, induite par des chimiotoxiques, comme la doxorubicine, et joue un rôle primordial  dans  le  contrôle  de  la  balance  entre mort  et  survie  cellulaire  (Peidis  et  al.  2010). L’activation  de  PKR  par  la  doxorubicine  intégre  deux  voies  de  signalisation  avec  des  effets opposés :  l’induction  de  la  phosphorylation  de  eIF2α  protège  de  l’apoptose  induite  par  la doxorubicine, alors que  l’activation de  la kinase JNK (c‐Jun N terminal kinase)  favorise  la mort cellulaire.  La  quatrième  kinase  eIF2α, PERK  (PKR‐like  Endoplasmique  Reticulum  Kinase)  est essentielle pour maintenir la survie cellulaire suite à un stress du réticulum endoplasmique. Elle est  activée  par  son  domaine  luminal  au  niveau  de  sa  région N‐terminale,  qui  est  similaire  au domaine   senseur   de  la  kinase  IreI,  une  autre  kinase  de  réponse  au  stress  du  réticulum endoplasmique (Shi et al. 1998; Harding et al. 1999; Harding et al. 2000b). En plus de son effet sur  la  phosphorylation  de  eIF2α,  PERK  joue  également  un  rôle  dans  la  réponse  au  stress  du réticulum endoplasmique, en favorisant la traduction de l’isoforme de p53/47. L’oligomérisation de  p53/47  induit  un  arrêt  du  cycle  cellulaire  en  G2,  par  l’induction  de  14‐3‐3σ  et  favorise l’apoptose  (Bourougaa  et  al.  2010  ;  Olivares‐Illana  et  al.  2010).  Sous  certains  stress,  la phosphorylation  de  eIF2α  est  dépendante  de  l’activation  de  plusieurs  eIF2α  kinases.  Par exemple,  l’activation  de  GCN2  et  PERK,  sous  un  stress  hypoxique  permet  de  réguler  la traduction,  l’arrêt  du  cycle  cellulaire  en  G1  et  les  mécanismes  de  mort  cellulaire  en phosphorylant eIF2α (Liu, Y. et al. 2010). De même, sous UV, les stress oxydatifs engendrés par la  production  endogène  d’oxyde  nitrique  (NO),  induisent  la  phosphorylation  du  facteur  eIF2α par  l’activation  de  PERK  et  de  GCN2  et,  par  conséquent,  inhibent  la  traduction  (Lu, W.  et  al. 2009). Ces deux kinases eIF2α jouent un rôle important dans la réponse aux UV. En effet, en plus de  leur  rôle dans  la  régulation de  la  traduction, GCN2 et  PERK  sont    aussi  impliquées dans  la régulation du cycle cellulaire sous UV, de manière indépendante de la phosphorylation de eIF2α (Wang, L. et al. 2010).  
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Figure 14 : Régulation du complexe ternaire de l’initiation de la traduction par phosphorylation du 
facteur eIF2α . Le complexe ternaire actif est composé du ARNtmet, et du facteur eIF2α lié au GTP. Lors de l’initiation de  la  traduction,  la molécule de GTP est hydrolysée. L’échange du GDP en GTP au niveau du facteur eIF2α est nécessaire pour former un nouveau complexe ternaire actif. Cet échange est catalysé par le facteur eIF2B. Sous différents stress, la phosphorylation de la sous‐unité α du facteur eIF2 empêche sa dissociation  avec  le  facteur  eIF2B  et  induit  la  séquestration  d’un  complexe  eIF2‐eIF2B–GDP  inactif. L’échange  du  GDP  en  GTP  est  alors  inhibé.  Par  conséquent,  le  complexe  ternaire  d’initiation  de  la traduction eIF2‐GTP‐Met‐ARNtimet ne peut pas se reformer et la traduction globale des ARNm est inhibée (Gebauer F ,2004).  
II.1.3. Régulation de l’élongation de la traduction par la phosphorylation de eEF2  La phosphorylation du facteur eEF2 au niveau de la thréonine‐56 empêche sa fixation au niveau des  ribosomes  et,  par  conséquent,  inhibe  l’étape  de  translocation  des  ribosomes,  nécessaire  à l’élongation  de  la  chaîne  peptidique  (Ryazanov  et  al.  1988;  Browne  et  al.  2002).  La phosphorylation de eEF2 est régulée par la protéine kinase eEF2K, dont l’activité est également régulée  par  phosphorylation.  Les  phosphorylations  de  eEF2K  sur  les  sérines  359,  366,  et  377 diminuent son activité (Browne and Proud 2002). Par exemple, la phosphorylation inactivatrice de eEF2K au niveau de sa sérine‐366 par la kinase S6K, lors d’un traitement à l’insuline, inhibe la phosphorylation de eEF2 et augmente ainsi l’élongation de la traduction (Wang, X. et al. 2001). A l’inverse,  certaines  phosphorylations  de  eEF2K  augmentent  son  activité.  Lorsque  les  cellules sont privées d’énergie,  la kinase AMPK (AMP‐activated protein kinase) phosphoryle eEF2K sur la sérine 398 et l’active. En retour, eEF2K induit la phosphorylation du facteur d’élongation eEF2 et inhibe l’élongation de la traduction (Horman et al. 2002; Browne et al. 2004; Connolly, E. et al. 2006).  Ainsi,  sous  différents  stress,  tels  que  l’hypoxie,  les  stress  oxydatifs  ou  le  traitement  au taxol,  on  observe  une  inhibition  de  l’étape  de  l’élongation  de  la  traduction  par  la 
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phosphorylation du  facteur eEF2  (Patel et al. 2002; Liu, L.  et al. 2006; Koritzinsky et al. 2007; Pineiro et al. 2007).  
II.2. Inhibition générale de la traduction sous stress par régulation de l’expression ou 
de l’accessibilité des facteurs canoniques de la traduction 
II.2.1. Régulation de l’expression des facteurs canoniques de la traduction sous 
stress  La protéine de liaison aux ARNm, TIAR, participe à l’inhibition globale de la traduction sous UVC (Mazan‐Mamczarz  et  al.  2006).  La  sous‐expression  de  cette  protéine,  par  des  expériences d’interférence à  l’ARN, empêche  l’inhibition globale de  la  traduction  induite par  les UVC. TIAR réprime sous UV la traduction de certains facteurs canoniques de la traduction, tels que eIF4A, eIF4E,  eEF1B,  ainsi  que  la  traduction  de  c­myc  qui  contrôle  lui–même  la  transcription  de plusieurs  facteurs  canoniques  de  la  traduction,  tels  que  eIF4E,  eIF4A  et  eIF4,  ainsi  que  la transcription  d’ARNm  codant  des  protéines  impliquées  dans  la  biogénèse  des  ribosomes (Grandori et al. 2005; Lin, C. J. et al. 2008; van Riggelen et al. 2010).   
II.2.2. Régulation de l’accessibilité de certains facteurs canoniques de la traduction 
sous stress  A  la  diminution  de  l’expression  de  certains  facteurs  canoniques  de  la  traduction  sous  stress, s’ajoute la réduction de leur accessibilité par liaison avec d’autres facteurs protéiques. C’est par exemple le cas de eIF4E, qui est sequestré par les protéines 4E‐BP (détaillé dans le paragraphe II.1.1) mais aussi par son transporteur 4E‐T. La protéine 4E‐T s’associe à eIF4E sur le même site d’interaction de 4E‐BP et d’eIF4G, et permet le transport de eIF4E du cytoplasme vers le noyau, empêchant  ainsi  eIF4E  d’exercer  ses  fonctions  dans  le  cytoplasme  (Dostie  et  al.  2000).  De  la même manière,  suite à un choc  thermique,  la protéine chaperonne HSP27, en se  liant à eIF4G, empêche  la  formation  du  complexe  d’initiation  de  la  traduction  eIF4F  et  participe  ainsi  à l’inhibition de la traduction (Cuesta et al. 2000). Les protéines 14‐3‐3 sont connues pour  jouer un rôle important dans l’adaptation des cellules à différents stress, en régulant le cycle cellulaire et  l’apoptose. L’isoforme 14‐3‐3σ, qui est  induite par p53, est aussi  impliquée dans  l’inhibition de  la  traduction  durant  la  mitose.  En  effet,  l’inhibition  de  la  traduction  suite  à  un  stress mitotique, est moins marquée dans des cellules, dont  le gène 14‐3‐3σ  a été  invalidé, que dans des cellules normales. 14‐3‐3 σ  contribue à  l’inhibition de  la  traduction sous stress en se  liant sur les facteurs de traduction eIF4B, eIF2α, et eEF1, et en les séquestrant (Wilker et al. 2007). 
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L’activité  du  facteur  eIF4A peut  également  être  régulée  par  le  suppresseur  de  tumeur  PDCD4 (Programmed cell death gene 4). La liaison de PDCD4 à eIF4A inhibe l’initiation de la traduction. D’une  part,  cette  interaction  induit  un  changement  de  conformation  de  eIF4A,  qui  inhibe  son activité enzymatique et d’autre part, PDCD4 entre en compétition avec le facteur eIF4G pour sa liaison sur eIF4A, empêchant ainsi l’incorporation de eIF4A au complexe eIF4F (Yang, H. S. et al. 2003;  Suzuki,  C.  et  al.  2008;  Loh  et  al.  2009).  PDCD4  est  régulé  par  la  voie  mTOR/S6K.  La phosphorylation  de  PDCD4  par  S6K  lève  l’effet  inhibiteur  de  PDCD4  sur  l’activité  hélicase  de eIF4A  (Dorrello  et  al.  2006).  PDCD4  joue un  rôle  important  dans  la  réponse  aux dommages  à l’ADN.  En  effet,  des  cellules  délétées  pour  le  gène  Pdcd4  ne  présentent  pas  d’anomalie lorsqu’elles sont cultivées dans des conditions normales. En revanche, les cellules déficientes en 
Pdcd4  sont  plus  sensibles  aux  agents  endommageant  l’ADN,  tels  que  les  UV,  l’étoposide  ou l’ethyl‐méthanesulfonate  (Singh  et  al.  2009).  C’est  pourquoi,  il  est  suggéré  que  la  perte  de l’expression de PDCD4, observée dans différentes tumeurs, puisse contribuer à la tumorigenèse en dérégulant la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN.  
II.3. Inhibition générale de la traduction sous stress par régulation du clivage des 
facteurs canoniques de la traduction et de l’ARN ribosomique 28S  Au cours de l’apoptose ou d’infections virales, le clivage des facteurs canoniques de la traduction participe  à  l’inhibition  globale  de  la  traduction  sous  stress.  Le  clivage  des  facteurs  de  la traduction  par  les  protéines  virales  est  un  mécanisme  qui  permet  au  virus  de  détourner  la machinerie de traduction de l’hôte (Schneider et al. 2003; Clemens 2005). Par exemple, au cours d’une infection au poliovirus, le clivage du facteur eIF4G inhibe la traduction coiffe‐dépendante de la plupart des ARNm de la cellule hôte, mais autorise l’initiation de la traduction des ARNm viraux qui ne nécessite pas le recrutement du complexe de pré‐initiation au niveau de la coiffe (Gradi et al. 1998). Le facteur eIF4G est également clivé lors du processus apoptotique (Bushell et  al.  2000; Marissen  et  al.  2000).  De même,  le  clivage  des  facteurs  eIF2α,  eIF4B,  eIF3  et  des protéines  4E‐BP  a  également  été  observé  au  cours  de  l’apoptose  induite  par  différents  stress (Clemens et al. 2000; Jeffrey et al. 2002; Morley et al. 2005). Contrairement à la régulation de la phosphorylation  des  facteurs  de  la  traduction,  qui  est  réversible  et  précède  le  début  de l’apoptose,  la  modification  de  l’intégrité  de  ces  facteurs  est  irréversible  et  a  lieu  pendant l’apoptose.  Dans  la  plupart  des  cas,  le  clivage  des  facteurs  de  la  traduction  est  dépendant  de l ‘activité des  caspaces  (Marissen  et  al.  2000; Tee  and Proud 2000).  Le  clivage de  ces  facteurs pourrait donc contribuer à prolonger l’inhibition de la traduction sous stress.  En plus de la régulation de l’intégrité des facteurs canoniques de traduction, le clivage de l’ARN ribosomique 28S participe également à l’inhibition de la synthèse protéique. Suite à un stress du 
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réticulum  endoplasmique,  IREβ,  une  kinase/ribonucléase  transmembranaire  localisée  dans  le réticulum endoplasmique (RE) est activée (Yoshida et al. 2001) et clive l’ARN ribosomique 28S. Ce clivage est associé à une inhibition globale de la synthèse protéique. Un dominant négatif de 
ireβ rétablit partiellement la traduction globale des protéines inhibée sous stress, suggérant que cette voie contribue à l’arrêt de la traduction induite par le stress (Iwawaki et al. 2001).  
II.4. Inhibition de la traduction générale sous stress par hyperédition des dsRNA  Initialement,  les ARN double  brin  (dsRNA)  retrouvés dans  les  cellules  étaient  le  témoin d’une infection  virale  (Maquat  et  al.  2001),  mais  les  dsRNA  endogènes  peuvent  aussi  provenir  de séquences  inversées  répétées,  retrouvées  dans  les  régions  non  traduites  des ARN.  Les  dsRNA peuvent  subir  un  processus  d’édition :  une modification  post‐transcriptionnelle  qui  consiste  à transformer  une  cytosine  en  uridine  ou  une  adénosine  en  inosine.  Une  étude  datant  de  2007 propose  un  modèle  selon  lequel  l’hyperédition  des  dsRNA  inhibe  la  synthèse  protéique  et provoque l’assemblage des granules de stress (Scadden 2007). Puisque l’adénosine désaminase (ADAR), une enzyme qui convertit l’adénosine en inosine des dsRNA, est induite par l’interféron ou par  une privation  en  sérum  (Samuel  2001; Wang, Q.  et  al.  2004a),  il  a  été  suggéré  que  les dsRNA modifiés par une inosine pourraient intervenir dans l’inhibition de la traduction induite par des stress (Yamasaki and Anderson 2008). Comme les fibroblastes embryonnaires de souris ADAR  ‐/‐    sont plus sensibles à  l’apoptose  induite par une privation en sérum que  les cellules contrôles,  il  est  possible  que  les  granules  de  stress  induites  par  les  dsRNA modifiés  par  des inosines, favorisent des mécanismes de survie cellulaire (Wang, Q. et al. 2004a). Cependant, des études complémentaires seraient nécessaires pour confirmer ce modèle.           
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III. Régulation spécifique de l’expression de certains gènes sous 
stress  Plusieurs  études mesurant  l’efficacité de  traduction à partir de  fractionnements polysomiques dans des  cellules  exposées  à divers  stress,  révèlent que  certains ARNm résistent  à  l’inhibition générale de  la  traduction (Johannes et al. 1998;  Johannes et al. 1999; Blais et al. 2004; Mazan‐Mamczarz et al. 2005 ; Bushell et al. 2006; Spriggs et al. 2008; Powley et al. 2009). En effet des mécanismes  alternatifs  d’initiation  de  la  traduction  permettent  de maintenir  la  traduction  de certains gènes requis pour maintenir ou rétablir l’équilibre physiologique de la cellule. Dans les paragraphes suivants, nous présenterons tout d’abord, le rôle de certains motifs situés dans les régions 5’UTR des ARNm, puis  l’implication de  facteurs trans dans  la régulation spécifique des ARNm sous stress.   
III.1. Rôle des séquences ou des structures spécifiques situées dans la région 
5’UTR des ARNm dans la régulation sélective des ARNm sous stress 
III.1.1. Régulation du recrutement du complexe 43S par encombrement stérique de 
la région 5’UTR proche de la coiffe engendré par le motif IRE   Le motif IRE (IRON Response Element) est une structure conservée, en forme de tige‐boucle, qui a été identifiée initialement au niveau de la région 5’UTR des ARNm, codant pour les différentes sous‐unités de la protéine de stokage du fer : les chaînes H et L de la ferritine (Aziz et al. 1987; Hentze et al. 1987). Le motif IRE de l’ARNm de la ferritine est situé à 40 nucléotides de la coiffe. Les  protéines  régulatrices  du  fer  (Iron  Regulatory  Protein),  IRP1  et  IRP2,  sont  des  protéines cytoplasmiques  qui  contrôlent  l’homéostasie  du  fer  en  interagissant  avec  le  motif  IRE  de  la 
ferritine et en régulant  la  traduction de cet ARNm. Sous certaines conditions de stress, comme par exemple lors d’une carence en fer, la liaison des protéines IRP1 et IRP2, au niveau du motif IRE de la  ferritine,  inhibe le recrutement du complexe 43S au niveau de la région 5’UTR de cet ARNm, sans affecter l’association du complexe eIF4F (Figure 15) (Gray et al. 1994; Muckenthaler et  al.  1998).  Plusieurs  observations  suggèrent  que  cette  inhibition  est  causée  par  un encombrement stérique : (i)  L’effet  répresseur  de  IRP1  et  IRP2  sur  la  traduction  n’a  plus  lieu  quand  la structure de l’IRE est éloignée de la coiffe. En effet, il est probable que cette position n’induise plus d’encombrement stérique et que le complexe 43S puisse alors se fixer eu niveau de la région 5’UTR (Goossen et al. 1990). (ii)  Des  protéines  de  liaison  aux  ARNm,  ne  présentant  aucun  rôle  connu  dans  la traduction  chez  les  eucaryotes,  sont  capables  d’exercer  le  même  rôle  répresseur 
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quand  elles  se  lient  au  niveau  de  leur  séquence  de  liaison  placée  à  environ  40 nucléotides de la coiffe. C’est le cas par exemple pour la protéine du splicéosome U1A (Stripecke et al. 1994).   Lorsque  les concentrations en  fer sont élevées,  IRP1 se  lie à des groupes (4FE‐4S) et présente alors une affinité plus faible pour les motifs IRE, tandis que IRP2 est dégradée par le protéasome. Les  protéines  IRP  ne  sont  donc  plus  disponibles  pour  interagir  avec  des  structures  IRE.  Par conséquent, on observe une augmentation de la traduction de l’ARNm de la ferritine, nécessaire au stockage du fer (Figure 15).  
 
Figure  15  :  Régulation  sélective  de  la  traduction  de  l’ARNm  de  la  ferritine  par  encombrement 
stérique  en  fonction  de  la  concentration  cellulaire  en  fer.  A.  Lors  d’une  privation  en  sérum,  les protéines IRP (Iron Regulatory Protein) se fixent sur la structure IRE située au niveau de la région 5’ UTR de  l’ARNm  de  la  ferritine  et  empêchent,  par  encombrement  stérique,  la  liaison  du  complexe  de  pré‐initiation  43S  sur  l’  ARNm  de  la  ferritine,  sur  lesquel  le  complexe  eIF4F  est  assemblé.  B.  Lorsque  la concentration en fer augmente, les protéines IRP ne sont plus disponibles pour se lier sur le motif IRE de l’ARNm de la ferritine. Par conséquent, l’inhibition de la traduction de la ferritine est levée (schéma réalisé d’après Gebauer, 2004 et Pantopoulos, 2004).    La  régulation post‐transcriptionnelle par un mécanisme  IRE‐IRP  contrôle  aussi  d’autres  gènes impliqués  dans  le métabolisme  énergétique  de  la  cellule.  De  plus,  l’activité  des  protéines  IRP peut également être influencée par d’autres stimuli que la concentration en fer, comme l’hypoxie, 
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le  peroxyde  d’hydrogène  ou  l’oxyde  nitrique.  Ainsi,  la  régulation  des  IRP  sous  ces  différents stress  permet  de  coordonner  l’expression  de  différents  ARNm  contenant  des  motifs  IRE (Pantopoulos 2004 ; Cairo et al. 2007).   
III.1.2. Régulation de l’initiation de la traduction sélective de certains ARNm sous 
stress par des petits cadres de lecture situés en amont du codon d’initiation 
principal.  Exemple de la régulation de l’ARNm de gcn4 chez la levure lors d’une privation en acides aminés   La traduction des uORF est régulée par des conditions spécifiques qui modifient la disponibilité du  complexe  de  pré‐initiation.  Le  contrôle  de  la  traduction  de  l’ARNm  de  gcn4,  qui  a  été initialement décrit chez S.Cerevisiae en réponse à une privation en sérum, sert de modèle pour expliquer  ce mécanisme  (Figure 16).  La privation en acides aminés active  la kinase GCN2, qui phosphoryle  la  sous‐unité  α  du  facteur  d’initiation  eIF2  et  inhibe  la  traduction  globale  des ARNm.  Cependant,  dans  ces  conditions,  la  traduction  de  gcn4  est  augmentée.  Deux  raisons permettent d’expliquer ce phénomène :  ‐ La  première  est  l’existence  de  certains  uORF  qui  favorisent  la  réinitiation  de  la traduction, alors que d’autres uORF favorisent le détachement de la sous‐unité 40S après leur  traduction, empêchant ainsi  la  réinitiation de  la  traduction d’un autre uORF ou de l’ORF principal. ‐ La deuxième raison, qui est  la plus  importante est  liée à  la disponibilité des complexes ternaires de la traduction. Concernant la région 5’UTR de gcn4, elle est caractérisée par la présence de 4 petits uORF. Des expériences  de  délétions  ont  montré  que  la  seule  présence  de  l’uORF4  est  suffisante  pour réprimer la traduction de gcn4, contrairement à l’uORF1 qui a un effet répresseur plus faible sur l’expression  de  gcn4.  Ceci  s’explique  parce  que  les  séquences  qui  entourent  le  codon  stop  de l’uORF1 sont des séquences riches en AU, qui  favorisent  la poursuite du balayage de  la  région 5’UTR par le ribosome et donc la réinitiation d’un codon en aval. Alors que les séquences riches en GC autour du codon stop de l’uORF4 favorisent  le détachement de la sous‐unité 40S (Dever 2002). Quand  le niveau de phosphorylation de eIF2α est  faible,  le ribosome traduit  le premier uORF et réinitie la traduction des trois uORF suivants. Mais la traduction de l’uORF4 provoque la dissociation et le détachement des ribosomes. Par conséquent, la réinitiation au niveau du codon AUG de gcn4 est limitée. Lors d’une privation en acides aminés, la concentration des complexes ternaires  de  la  traduction  est  diminuée  et  le  complexe  de  pré‐initiation  doit  balayer  une  plus longue  distance  au  niveau  de  la  région  5’UTR  avant  de  lier  de  nouveaux  complexes  ternaires tRNAi met .  C’est pourquoi  le  complexe de pré‐initiation balaie  la  région 5’UTR sans  traduire  les 
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uORF inhibiteurs (uORF 2, 3, 4) et devient compétent pour réinitier la traduction seulement au niveau du codon d’initiation de l’ORF principal de gcn4 (Abastado et al. 1991). La disponibilité du  complexe  ternaire  est  donc  le  facteur  déterminant,  qui  permet  de  contrôler  les  sites  de réinitiation de la traduction de gcn4. Ce qui explique l’augmentation paradoxale de la traduction de  l’ARNm  de  gcn4  observée  dans  des  conditions  où  la  traduction  est  inhibée  par phosphorylation du facteur eIF2α (Dever et al. 1995). 
 
Figure 16 : Mécanisme de régulation de la traduction de l’ARNm de gcn4 par la présence de petits 
cadres ouverts de lecture uORF (upstream open Reading Frame). L’ARNm de gcn4 contient quatres uORF.  Lorsque  la  concentration  en  acides  aminés  est  importante  (schéma du haut),  la  disponibilité des complexes  ternaires  de  l’initiation  de  la  traduction  est  suffisante  pour  induire  une  initiation  de  la traduction au niveau de uORF1 et pour réinitier la traduction des uORF2, 3 et 4. La traduction de uORF4 inhibe la traduction de l’ORF de gcn4, car la présence de séquences GC entourant le codon stop de l’ uORF4 favorise la dissociation et le détachement des ribosomes. La privation en acides aminés (schéma du bas) induit  la  phosphorylation  du  facteur  eIF2α  et  la  diminution  de  la  quantité  de  complexes  ternaires  de l’initiation.  La  petite  proportion  de  complexes  ternaires  de  l’initiation  disponibles,  est  alors préférentiellement recrutée au niveau du codon AUG, le codon d’initiation principal de gcn4, situé dans un contexte plus favorable que les uORF. L’ORF de gcn4 est alors traduit (Gebauer, 2004).   Autres exemples d’ARNm régulés spécifiquement sous stress par des uORF  D’autres exemples d’ARNm humains, dont la traduction sélective est augmentée sous stress par un mécanisme qui dépend de la présence de petits uORF, montrent que ce type de contrôle de la traduction  est  conservé  au  cours  de  l’évolution  (Tableau  2).  C’est  le  cas  de  l’ARNm  codant  le facteur  de  transcription  ATF4  (Activating  Transcription  Factor  4),  dont  la  traduction  est 
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augmentée  sélectivement  par  des  stress  qui  induisent  une  phosphorylation  du  facteur  eIF2α, comme les stress du réticulum endoplasmique (Harding et al. 2000a; Lu, P. D. et al. 2004; Vattem et al. 2004) et l’hypoxie (Blais et al. 2004; Koritzinsky et al. 2006). Des cibles transcriptionnelles directes  ou  indirectes  de  ATF4,  telles  que  atf5,  chop  (CCAAT/  enhancer  binding  protein homologous protein), gadd34 (growth arrest DNA‐inductible gene 34) sont également régulées sous stress par un mécanisme de retard de la réinitiation de la traduction impliquant des uORF (Zhou, D. et al. 2008; Lee, Y. Y. et al. 2009; Chen, Y. J. et al. 2010). Il est intéressant de noter que GADD34 interagit avec  la protéine phosphatase 1 qui déphosphoryle eIF2α et participe ainsi à une boucle d’autorégulation négative pour permettre la reprise de la synthèse protéique quand la  réponse  cellulaire  suite  au  stress  est  terminée  (Novoa  et  al.  2001).  Un  autre  exemple  de régulation  spécifique  sous  stress  dépendant  de  petits  uORF,  est  celui  de  l’ARNm  de  trb3 (Tribbles Homolog 3). L’ARNm de trb3 existe sous différentes isoformes qui varient au niveau de leur région 5’UTR. Ces isoformes sont traduites sélectivement suite à une exposition à l’arsenic en fonction de la présence ou de l’absence d’uORF dans leur région 5’UTR (Ord et al. 2009).  La présence de petits uORF dans la région 5’UTR des ARNm, n’est pas une condition suffisante pour  engendrer  la  traduction  sélective  des ARNm  sous  stress.  En  effet,  la  traduction  sélective d’ARNm  contenant  des  uORF,  dépend  également  du  type  de  stress,  qui  réduit  en  amont  la quantité de complexes ternaires. Par exemple, la phosphorylation de eIF2α par la kinase GCN2 suite à une exposition aux UV n’induit pas la traduction sélective de l’ARNm d’ atf4, mais induit une  reprogrammation  de  la  traduction  de  nombreux  ARNm  contenant  des  uORF  dans  leur région 5’UTR, codant des protéines impliquées dans la réparation des dommages à l’ADN, telles que  ERCC1  (Excision  Repair  Cross‐Complementing  1),  ERCC5,  DDB1  (Dna‐Damage  Binding Protein)  (Powley  et  al.  2009).  Inversement,  ces  ARNm  impliqués  dans  les  mécanismes  de réparation de l’ADN, ne sont pas associés aux fractions polysomiques sous hypoxie ou lors d’un stress du  réticulum endoplasmique  (Blais  et  al.  2004; Thomas,  J. D.  et  al.  2007),  alors que  ces stress  induisent  aussi  une  inhibition  de  la  synthèse  protéique par  phosphorylation  du  facteur eIF2α.  La  présence  de  petits  uORF  n’est  donc  pas  suffisante  pour  maintenir  la  traduction sélective  des  ARNm  dans  des  conditions  de  stress  où  la  quantité  de  complexes  ternaires  est réduite.  Cela  suggère  donc  que  d’autres  facteurs  trans  activateurs  doivent  probablement  être impliqués dans cette régulation.       
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ARNm  Type de régulation    Facteur trans   Type de stress   Ref  
xiap  (Transcription de deux ARNm qui diffèrent au niveau de leur région 5’UTR.) Traduction de l’isoforme le plus long par une séquence IRES 
  Privation en sérum  (Holcik et al. 1999; Riley et al.2010) 
  IRES    Hypoxie  (Marienfeld et al. 2004) 
  IRES (‐)  hnRNP A1   Choc osmotique  (Lewis et al. 2007) 
  IRES   La ; hnRNPC1/C2  Divers stress  (Holcik et al. 2000; Holcik et al. 2003) 
  IRES  MDM2  Irradiations ionisantes  (Holcik et al. 2000; Gu et al. 2009) 
  IRES  DAP5/97  Apoptose  (Henis‐Korenblit et al. 2002) 
      Apoptose IL3 induite  (Yamagiwa et al. 2004) 
  IRES  HuR  Etopiside  ( Durie et al.2011) 
p53  IRES    Dommage à l’ADN Etoposide  (Yang et al. 2006) 
bcl­xl  IRES (‐)    hnRNP A1 accumulation dans les Stress Granules  
Choc hypertonique  (Bevilacqua et al.2010) 
Gadd34  uORF    Hypoxie  Stress du réticulum   (Koritzinsky et al. 2006; Lee et al. 2009) 
chop  uORF    Hypoxie  Stress du reticulum  (Koritzinsky et al. 2006; Chen et al.2010) 
atf5  uORF    Stress du réticulum ; Arsenic ; Inhibition du protéasome  (Zhou et al. 2008) 
ercc1, ercc5, 
ddb1 
uORF    Dommage à l’ADN, UV  (Powley et al. 2009) 
hif­1  IRES  PTB  Hypoxie   (Lang et al. 2002; Schepens et al. 2005) 
vegf  IRES    Hypoxie   (Akiri et al. 1998; Stein et al. 1998) 
Atf4  uORF    Hypoxie  RE stress Privation en acides aminés  
(Harding et al. 2000; Blais et al. 2004; Lu et al. 2004; Vattem et al. 2004; Koritzinsky et al. 2006) 
cat­1  Ires /uORF    Privation en acides aminés  (Fernandez et al. 2001; Yaman et al. 2003) 
c­myc   IRES    DAP5/97  Apoptose Fas ligand  (Pyronnet et al.2000; Stoneley et al. 2000; Henis‐Korenblit et al. 2002) 
c­myc   IRES    Cycle cellulaire G2/M  (Pyronnet et al. 2000) 
c­myc   IRES     Dommage à l’ADN  (Subkhankulova et al. 2001) 
hsp  IRES     Stress thermique   
bip  IRES    Infection virale  (Macejak et al. 1991) 
  IRES    Hypoxie   (Blais et al. 2004) 
P58pitslre  IRES    Cycle cellulaire G2/M  (Cornelis et al. 2000) 
odc  IRES    Cycle cellulaire G2/M  (Pyronnet et al. 2000) 
dap5  IRES  DAP5/97  Apoptose  (Henis‐Korenblit et al. 2000) 
dap5  IRES    Stress génotoxique Etoposide  (Nevins et al. 2003) 
apaf­1  IRES  DAP5/97 ; eIF4I  Apoptose  (Henis‐Korenblit et al. 2002) 
apaf­1  IRES    Dommage à l’ADN  Etoposide ; UV  (Nevins et al. 2003; Ungureanu et al. 2006) 
pkc delta   IRES     Apoptose ; Privation en sérum  (Morrish et al. 2002) 
bag­1  IRES    Choc thermique  (Coldwell et al. 2001) 
P27kip1  IRES    Privation en sérum  (Miskimins et al. 2001) 
Fgf­2  IRES (initiation de la traduction au niveau de codons alternatifs)   PTB / hnRNA1  Choc thermique ; Stress osmotique  (Vagner et al. 1996; Bonnal et al. 2005) 
      Hypoxie   (Blais et al. 2004) 
bag1  IRES  PTB/ PCB1  Stress génotoxique  Vincristine  (Dobbyn et al. 2008) 
Hiap­2  IRES  DAP5/97  Stress du reticulum  (Warnakulasuriyarachchi et al. 2004) 
Eif4g  IRES    Infection virale  (Johannes et al. 1998) 
cyr 61  
bim­1 
IRES    Infection virale  (Johannes et al. 1999) 
   
Tableau  2 :  Exemples  d’ARNm  dont  la  traduction  sous  stress  est  régulée  par  un  mécanisme 
impliquant  la  traduction  de  petits  cadres  de  lecture  (cellules  jaunes)  ou  d’une  séquence  IRES 
(cellules grises) 
73  
III.1.3. Régulation spécifique de la traduction sous stress par recrutement du 
complexe de pré‐initiation 43S au niveau de séquences IRES situées dans la 
région 5’UTR des ARNm  Les IRES cellulaires facilitent la liaison directe des ribosomes indépendamment de la formation du  complexe  eIF4F  au  niveau  de  la  coiffe.  Elles  permettent  donc  la  traduction  sélective  de messagers  dans  des  conditions  où  la  traduction  coiffe‐dépendante  est  compromise  par  des stress,  qui  induisent  une  déphosphorylation  de  4E‐BP  (hypoxie,  quiescence, mitose)  et/ou  un clivage protéolytique de eIF4G (apoptose, infection virale). Les gènes régulés par des séquences IRES  ont  souvent  un  rôle  dans  la  prolifération,  la  croissance  ou  la  mort  cellulaire.  Leur traduction sélective sous stress est donc un moyen pour les cellules de s’adapter aux nouvelles conditions environnementales. Plusieurs exemples (Tableau 2) sont développés ci‐dessous pour illustrer cette notion.   Régulation spécifique de la traduction par des séquences IRES lors d’une privation en sérum  La privation en acides aminés est accompagnée de la phosphorylation du facteur eIF2α et d’une inhibition globale da la synthèse protéique. Pourtant, la traduction de l’ARNm de cat­1 (cationic amino  acid  transporter),  qui  code  pour  un  transporteur  des  acides  aminés  essentiels arginine/lysine, est augmentée, dans ces conditions par un mécanisme impliquant une structure IRES (Fernandez et al. 2001). Les  travaux de Yaman suggèrent que  l’activité de  l’IRES de cat­1 est régulée par deux évènements séquentiels (Figure 17) : (i) La  traduction d’un petit uORF,  situé dans  la  région 5’UTR de  l’ARNm de cat­1,  déroule une structure  secondaire  inhibitrice  pour  induire  un  réarrangement  structural  de  l’IRES  dans  une conformation active (ii)  L’induction  de  l’activité  de  l’IRES  de  cat­1  qui  est  dépendante  de  la  phosphorylation  du facteur eIF2α. Il  existe  un  décalage  temporel  entre  la  phosphorylation  de  eIF2α  et  l’augmentation  de  la protéine CAT‐1. C’est pourquoi les auteurs ont proposé que des ITAF essentielles à l’activité de l’IRES de cat­1 sont probablement synthétisées pendant cette période (Yaman et al. 2003). D’autres ARNm sont  également  régulés par une  séquence  IRES  lors d’une privation en  sérum, comme ceux codant la protéine XIAP (X‐linked Inhibitor of Apoptosis Protein), qui a une activité anti‐apoptotique,  et  la  protéine  P27kip1,  qui  est  un  inhibiteur  des  complexes  cycline/CDK (cyclin dépendent kinase) et qui inhibe la progression du cycle cellulaire en phase G1, lorsqu’elle est activée (Holcik et al. 1999; Miskimins et al. 2001). Lors d’une privation en sérum, la synthèse de ces protéines permet donc un contrôle des processus de prolifération et de survie cellulaire. 
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Figure 17 : Représentation schématique du mécanisme impliqué dans l’initiation de la traduction 
de l’ARNm de cat­1 contrôlée par une séquence IRES (i) En absence de la traduction de l’uORF, l’ARNm de cat­1  forme une structure complexe qui empêche l’initiation de la traduction au niveau de l’  IRES (ii) Lors d’une privation en acides aminés, la traduction de l’ uORF, déroule la région hautement structurée de l’ARNm  de  cat­1,  permettant  ainsi  le  recrutement  des  ribosomes  au  niveau  de  la  séquence  IRES  et autorisant l’initiation de sa traduction  (Yaman, 2003).  Régulation spécifique de la traduction par des séquences IRES au cours de l’apoptose Au  cours  de  l’apoptose,  la  protéine  4E‐BP  est  déphosphorylée,  les  facteurs  d’initiation  de  la traduction  sont  clivés  et  l’ensemble  de  ces  effets  induit  une  inhibition  globale  de  la  synthèse protéique.  Pour  déterminer  quels  ARNm  sont  préférentiellement  traduits  pendant  l’apoptose, l’équipe  de  Stoneley  a  traité  des  cellules  MCF7  avec  le  ligand  TRAIL  (Tumor‐necrosis‐factor‐related‐apoptosis‐Inducing ligand) qui induit l’apoptose en se fixant aux récepteurs de mort à la surface  des  cellules.  L’analyse  du  profil  polysomique  révèle  que  les  ARNm,  qui  résistent  à l’inhibition générale de la traduction sous apoptose, correspondent dans la plupart des cas à des facteurs de transcription ou à des gènes impliqués dans le remodelage de la chromatine et sont régulés  par  une  séquence  IRES  (Bushell  et  al.  2006).  L’initiation  de  la  traduction  par  une séquence IRES a également été mise en évidence pour les ARNm de c­myc, xiap, et pkcδ dans des conditions apoptotiques (Holcik et al. 2000; Stoneley et al. 2000; Morrish et al. 2002). Par  ailleurs,  les  travaux  de Henis‐Korenblit montrent  que  le  clivage  de  la  protéine DAP5/P97 lors  de  l’apoptose  permet,  en  régulant  spécifiquement  la  traduction  IRES‐dépendante  de certains  ARNm,  de  contrôler  finement  l’équilibre  entre  mort  cellulaire  et  survie  (Figure  18). DAP5/P97 fait partie de la famille des protéines eIF4G, qui comprend aussi  les deux isoformes eIF4GI et eIF4GII, ainsi que la protéine PAIP1 (poly(A) binding protein interacting protein‐1), un coactivateur de  la  traduction.  Ces protéines présentent  une homologie  de  structure  au niveau  du domaine, qui est  capable d’interagir avec  les  facteurs eIF4A et eIF3. Plusieurs membres de cette  famille  (eIF4GI, eIF4GII et DAP5/P97) sont clivés par  les caspases durant  l’apoptose. Les 
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fragments  clivés  de  DAP5/97,  augmentent  la  traduction  de  l’IRES  des  ARNm  d’apaf­1  (pro‐apoptotic  protease‐activating  factor‐1)  et  de  c­myc,    codant  deux  protéines  proapoptotiques, mais  régulent  également  la  traduction  IRES‐dépendante  de  plusieurs  ARNm  codant    des protéines anti‐apoptotiques comme XIAP, Bcl‐2, Bcl‐XL (Henis‐Korenblit et al. 2002; Nevins et al. 2003; Liberman et al. 2009). Il est intéressant de noter que DAP5/97 est capable d’autoréguler sa propre traduction par le même mécanisme (Henis‐Korenblit et al. 2000). La présence d’une séquence IRES dans un ARNm ne lui confère pas obligatoirement la propriété d’être  traduit  sous  apoptose  et  un  même  ARNm  peut  être  régulé  par  une  séquence  IRES différemment en  fonction du stimuli apoptotique. Par exemple,  la  traduction de  l’IRES d’apaf­1 augmente  lorsque  l’apoptose  est  induite  par  l’étoposide  (Nevins  et  al.  2003),  un  agent endommageant l’ADN, mais n’est pas augmentée lorsque l’apoptose est provoquée par le ligand TRAIL (Bushell et al. 2006) ou par la staurosporine (Stoneley and Willis 2004).  
 
 
Figure 18 : Régulation de la balance entre mort cellulaire et survie suite à un stimulus apoptotique 
par  la contribution des  facteurs eIF4G dans  l’inhibition générale de  la  traduction et de DAP5/86 
dans  la  régulation  spécifique  IRES  dépendante.  L’activation  des  caspaces  sous  stress  va  avoir  deux conséquences (1) Un clivage des  facteurs de  l’initiation de  la  traduction eIF4G, eIF4B, eIF3 et eIF2α qui induit une inhibition de la traduction coiffe‐dépendante, augmentant l’apoptose si elle est prolongée. (2) un  clivage de  la protéine DAP5, qui  stimule  la  traduction  IRES‐dépendante de  son propre ARNm  , mais aussi celle des ARNm codant les facteurs pro‐apoptotiques C‐MYC et APAF1 et le facteur anti‐apoptotique XIAP.  La  régulation  des  mécanismes  traductionnels  permet  donc  d’adapter  finement  la  réponse apoptotique en fonction de l’intensité du stress (D’après Henis‐Korenblit, 2002). 
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 Autres  stress  environnementaux,  sous  lesquels une  traduction  spécifique d’ARNm est permise par un mécanisme IRES‐dépendant  L’efficacité de traduction de plusieurs autres ARNm est maintenue par un mécanisme d’initiation interne  de  la  traduction  dans  d’autres  conditions  cellulaires  où  la  synthèse  protéique dépendante de la coiffe est inhibée. Par exemple, les IRES de vegf (vascular endothélial growth factor)  ou  de  hif­α1  (hypoxia  inducible  factor‐1α)  permettent  la  traduction  de  ces  ARNm respectifs  dans  des  cellules  hypoxiques  (Stein  et  al.  1998;  Lang,  K.  J.  et  al.  2002).  Lors  d’une exposition  à  un  stress  génotoxique,  c­myc  est  également  traduit  grâce  à  une  séquence  IRES (Subkhankulova et al. 2001). L’IRES de  l’ARNm de   bag­1 est essentiel pour  la  traduction de  la protéine  durant  la  période  qui  suit  un  choc  thermique  (Coldwell  et  al.  2001).  Lors  d’une infection virale, les ARNm de eif4g, pim­1 et cyr­61 contenant une séquence IRES sont retrouvés dans  les  fractions  lourdes  des  polysomes  (Johannes  and  Sarnow  1998;  Johannes  et  al.  1999). Enfin,  l’IRES  de  l’ARNm  de  hiap2  n’est  pas  traduite  dans  des  cellules  prolifératives  mais  sa traduction est activée suite à un stress du réticulum endoplasmique. L’activation de cette IRES est  dépendante  du  fragment  DAP5/p97  clivé  par  les  caspaces,  d’une  manière  similaire  à l’induction  de  l’IRES  de  c­myc  lors  de  l’apoptose  induite  par  l’étoposide.  Cependant  l’IRES  de 
hiap2 n’est pas traduit par un traitement à l’étoposide. Cet exemple renforce donc l’idée que la traduction dépendante des séquences IRES est très sélective de l’ARNm lui–même, mais est aussi très  spécifique  du  stress  qui  l’induit  (Cammas  et  al.  2007).  La  seule  présence  d’une  séquence IRES au niveau de la région 5’UTR d’un ARNm n’induit pas inéluctablement sa traduction. Cela suggère  que  d’autres  éléments,  comme  par  exemple  des  facteurs‐trans,  sont  régulés spécifiquement sous certains stress pour guider la traduction sélective des ARNm.            
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III.2. Les facteurs trans intervenant dans la régulation spécifique des ARNm sous 
stress ` La conformation circulaire de l’ARNm, induite par l’interaction du facteur eIF4G entre la coiffe et PABP, lors de l’initiation de la traduction, permet un rapprochement des régions 3’UTR et 5’UTR des ARNm. Cela permet à des facteurs trans (miARN ou RBP) qui se lient au niveau de séquences spécifiques présentes dans  les  région 5’UTR   ou 3’UTR des ARNm de participer aux différents mécanismes de régulation de la traduction sous stress.   
III.2.1. Régulation des RBP sous stress et les conséquences sur la régulation 
spécifique de certains gènes sous stress  Les  protéines  de  liaison  aux  ARNm  interagissent  avec  les  ARNm  au  sein  de  complexes ribonucléoprotéiques (mRNP), qui définissent leurs fonctions et leurs spécificités de séquences. L’activation de voies de signalisation sous stress va être accompagnée :  (i) de modifications post‐traductionnelles des RBP, (ii) de variations de leur expression, (iii) de changements de leur localisation subcellulaire  (iv) de modifications de leur affinité pour leurs ARNm cibles.  La  présence  de  nouveaux  facteurs  protéiques  à  proximité  de  la  mRNP  va  permettre  une restructuration  du  complexe  mRNP,  au  sein  duquel,  ces  nouveaux  facteurs  vont  pouvoir potentiellement  influencer  l’activité  traductionnelle  d’une  RBP  par  action  coopérative  ou compétitive. Certains exemples de régulation des RBP développés dans les paragraphes suivants ont  des  répercussions  sur  la  stabilité  du  messager,  mais  présentent  un  intérêt  parce  qu’ils permettent  d’expliquer  la  diversité  des  mécanismes  qui  régulent  les  RBP  et  plus particulièrement,  ceux  qui  régulent  la  protéine  HuR,  une  protéine  qui  attire  particulièrement notre attention de par son importance dans l’étude.        
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de la RBP 
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ARNm cible   Autres fonction   Référence 
h
n
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A
1
 
34  2 RRM
/ RGG 
N
 /C 
Choc osmotique  Translocation cytoplasmique   (‐) la traduction IRES dépendante 
xiap 
 
Epissage  Export  stabilité  (Lewis et al. 2007) 
       
UV   Translocation cytoplasmique   (‐) la traduction IRES dépendante 
apaf1 
 
  (Cammas et al. 2007) 
       
Infection virale  Translocation cytoplasmique   (+) la traduction IRES dépendante 
hrv­2    (Cammas et al. 2007) 
       
Infection virale  Translocation cytoplasmique   (+) la traduction IRES dépendante 
Enterovirus71 
Sindbis virus 
  (Lin et al. 2009) 
       
Infection virale  Translocation cytoplasmique + ⇑ de son expression    (+) la traduction IRES dépendante 
vih­1    (Monette et al. 2009) 
       
Inflammation  (IL6)  ‐ P de hnRNP A1  ‐ ⇑ de sa liaison avec l’ IRES  (+) la traduction IRES dépendante 
c­myc    (Shi et al. 2008) 
       
Inflammation  ‐ P de hnRNP A1 par la kinase Mnks   ‐ ⇓ sa  liaison sur son ARNm cible 
Lève (‐) de la traduction exercée par hnRNPA1 
tnfα    (Buxade et al. 2005) 
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n
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36/ 38
 
2 RRM
/ RGG 
N
/C 
‐ Hypoxie  ‐ Hypoglycémie    ‐ ⇓ de sa liaison sur son ARNm cible  ‐ Coopération avec hnRNP L 
Lève (‐) de la traduction   exercée par hnRNP A2  
Glut­1  Epissage Localisation Stabilité   (Hamilton et al. 1999) 
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 /
 C
IR
P
 
18  RRM/ 
RGG 
N
/C 
‐ Stress oxydatif ‐ Pression osmotique  ‐ Choc thermique  ‐ Stress du RE  
‐ Méthylation du    domaine RGG ‐ Relocalisation  vers les stress granules  
(‐) la traduction  ARNm de rapporteur  stabilité  (De Leeuw et al. 2007) 
       
 UV   ‐ ⇑ de  son expression   ‐ Translocation cytoplasmique    
(+) la traduction    rpa2       (Yang et al. 2001) 
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UV  ‐ P de hnRNPA18 par la kinase GSK3β  ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible 
(+) la traduction  thioredoxin    (Yang et al. 2006) 
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41 / 43
 
RRM  N/C 
Mitose  ‐  ⇑ de sa liaison avec l’ IRES  ‐ compétition pour la liaison avec PTB et unr 
(+) la traduction IRES dépendante 
unr  Polyadénylation stabilité  (Schepens et al. 2007) 
       
Phase G2/M du cycle cellulaire  ‐ Relocalisation cytoplasmique ‐ Liaison au niveau de l’IRES  
(+) la traduction IRES dépendante 
c­myc    (Kim et al. 2003) 
       
‐ Dommages à l’ADN ‐ Cisplatine  ‐ Relocalisation cytoplasmique ‐ Liaison au niveau de l’ORF de ARNm de 
P53 
(+) la traduction et/ou stabilité  p53    (Christian et al. 2008) 
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44 / 48
 
2 RRM
/ RGG 
N
/C 
Stress génotoxique (MSS)  ‐ ⇓ de sa liaison  sur son ARNm cible  ‐ Coopération avec TIAR 
Lève (‐) de la traduction Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
Gadd45  stabilité  (Lal et al. 2006) 
       
UV  ‐  ⇓de  sa liaison avec l’ARNm de P21  ‐  ⇑ de sa  liaison avec l’ARNm de la cyclin 
D1  
­ Compétition avec la liaison de HuR 
P21 : (+) la traduction  
Cycline D1 : (‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
P21 
CyclinD1 
  (Lal et al. 2004) 
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38/ 39
 
3 KH  N/C 
‐ Infection virale ‐ Picornavirus  ‐ Poliovirus    ‐ ⇑ de sa liaison  avec une séquence riche en C au niveau des IRES viraux  
(+) la traduction IRES dépendante 
Polivirus 
Picornavirus 
Stabilité  (Walter et al. 2002; Gamarnik et al. 2000) 
       
‐ Médicaments cytotoxiques  ‐ Vincristine  
‐ Relocalisation cytoplasmique  ‐ ⇑ de sa liaison  sur l’ IRES  ‐ coopération avec PTB 
(+) la traduction IRES dépendante 
Bag­1    (Dobbyn et al. 2008) 
       
‐ TNFβ  ‐ P HnRNPE1/akt2  ‐  ⇓ de  sa liaison sur des séquences situées dans la région 3’UTR de ses gènes cibles 
Lève (‐) de la traduction    dab2  ilei     (Chaudhury et al. 2010) 
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53  3  RRM
 
N
/C 
UV  ‐ ⇑ de  son expression   ‐ ⇑ sa liaison avec IRES  ‐ interaction et coopération avec CUG‐BP1 
(+) la traduction IRES dépendante 
Shmt1   Epissage Polyadénylation Export  (Fox et al. 2009; Fox et al. 2009) 
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59  4 RRM
 
N
/C 
Hypoxie   ‐  ⇑ de sa liaison  au niveau de la région 3’UTR de HIF1α et au niveau de l’IRES en 5’UTR 
(+) la traduction IRES dépendante 
hif1­α  Epissage Polyadénylation Localisation Stabilité  
(Galban et al. 2008; Schepens et al. 2005) 
       
‐ Médicaments cytotoxiques  ‐ Vincristine  
‐Relocalisation cytoplasmique ‐ Interaction avec l’IRES  ‐ Coopération avec PCBP 
(+) la traduction IRES dépendante 
bag­1    (Dobbyn et al. 2008) 
       
‐ Glycémie  ‐ P de PTB / PKA ‐ Relocalisation cytoplasmique  ‐ Interaction avec les région 3’UTR et 5’UTR de son ARNm cible 
(+) la traduction   Pc2     (Knoch et al. 2004; Knoch et al. 2006) 
       
‐ Infection virale ‐ Hépatite A  ‐ clivage de PTB  par la protéinase 3C du virus de l’hépatite A  (‐) la traduction IRES dépendante 
hva     (Kanda et al. 2009) 
       
‐ Infection virale ‐ Dengue virus    ‐ Translocation cytoplasmique  (+) la traduction IRES  dépendante 
denv    (Agis‐Juarez et al. 2009) 
       
‐ Glycémie   ‐ ⇓  de l’expression de PTB par miR‐133  (‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
Insuline    (Fred et al.  2010) 
       
‐ Différenciation du tissu cardiaque   ‐  ⇓  de son expression   (‐) la traduction IRES dépendante 
apaf­1 
caspace 3 
  (Zhang et al. 2009) 
       
‐ Privation en sérum    ‐  ⇑ de sa liaison sur l’IRES  ‐ Coopération avec hnRNPL 
(+) la traduction IRES dépendante 
Cat­1    (Majumder et al. 2009) 
       
‐ Dommages à l’ADN ‐ Doxorubicine   ‐ Translocation cytoplasmique  ‐ ⇑ de sa liaison sur l’ IRES   
(+) la traduction IRES dépendante 
p53    (Grover et al. 2008) 
       
‐ Privation en acides aminés   ‐ Relocalisation cytoplasmique  ‐ ⇑ de  sa liaison sur son ARNm cible 
(‐) la traduction  albumine    (Kuwahata et al. 2008) 
       
‐ Inflammation ‐ Stimulation par des cytokines    ‐ ⇑ de sa liaison  sur une séquence riche en CU  située dans la région 3’UTR de son ARNm cible (pas de changement de sa localisation, ni de son l’expression ) 
(+) la traduction Effet indirect  (régulation de la stabilité)    
inos     (Pautz et al. 2006) 
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62  3 KH/ 
RGG 
N
/C 
‐ Différenciation cellulaire   ‐ P de hnRNPK / la kinase c‐src ‐  ⇓ de sa liaison au niveau du 3’UTR de son ARNm cible  
(‐) la traduction  r15­lox   Epissage  stabilité  (Ostareck‐Lederer et al. 2002; Messias et al. 2006) 
       
‐ Angiotensine II   ‐ P de hnRNPK  ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible   (+) la traduction  vegf    (Feliers et al. 2007) 
       
‐ Stimulation en sérum   ‐ P de hnRNPK / MAPK‐ERK  ‐ Accumulation cytoplasmique  
(‐) la traduction      (Habelhah et al. 2001) 
       
Insuline   ‐ ⇑ de sa liaison sur le 3’UTR de son ARNm cible   (+) la traduction   ucp2    (Ostrowski et al. 2004) 
       
Inflammation (ligand S100)  ‐ Translocation cytoplasmique  ‐ Compétition avec liaison de miR‐16 
Leve (‐) de la traduction exercée par miR‐16 
cox­2    (Shanmugam et al. 2008) 
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N
/C 
Infection virale    (+) la traduction IRES dépendante 
hcv    (Hahm et al. 1998) 
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3 RRM
/RGG 
ND 
Stress imposé par le rythme circadien (nuit)   ‐  ⇓  de son expression   (+) la traduction IRES dépendante 
aanat  Epissage  (Kim et al. 2007) 
SR
p
2
0
 
20  RRM /
 RS 
N
/C 
Infection poliovirus   ‐ Coopération avec PCBP2  (+) la traduction IRES dépendante 
ARNm polivirus  Epissage Polyadénylation Export  (Bedard et al. 2007) 
H
u
R
  37  3 RRM
 
N
/C 
Stress oxydatif    ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible  ‐Coopération avec NF90  ‐  ⇓  de la liaison de TIAR et TIA‐1 
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité)    
mkp­1  Polyadénylation Export stabilité  (Kuwano  et al. 2008) 
       
Stress oxydatif    ‐ Translocation cytoplasmique   ‐ ⇑ de sa liaison sur une séquence ARE du 3’UTR de son ARNm cible, dépendante de l’activation de P38‐MAPK 
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité)    
γ­gcsh    (Song,  et al. 2005) 
       
Stress oxydatif    ‐ P de HuR sur la sérine 100/ chk2  ‐ ⇓ de sa liaison sur son ARNm cible 
(‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité)    
sirt­1    (Abdelmohsen et al. 2007) 
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Irradiation  ‐ ⇓ de sa liaison sur une séquence ARE de son ARNm cible  ‐Compétition avec CUGBP2 
(‐) la traduction   cox­2    (Sureban et al. 2007) 
       
UV  ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm    (+) la traduction   P53    (Mazan‐Mamczarz et al. 2003) 
       
UV  ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm    (+) la traduction   prothymosin    (Lal et al. 2005) 
       
UV  ‐ Translocation cytoplasmique dépendante de P38 –MAPK ‐⇑ de sa liaison sur son ARNm   
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
c/ebp δ    (Li et al. 2008) 
       
Apigénin (flavanoide)   ‐ Translocation  cytoplasmique ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm   
(+) la traduction   p53    (Tong et al. 2009) 
       
VHl (suppresseur de tumeur)   ‐ Translocation cytoplasmique dépendante de l’ inactivation de AMPK  
(+) la traduction   p53    (Galban et al. 2003) 
       
UV  ‐ Translocation cytoplasmique  ‐ Liaison compétitive avec AUF1 sur une séquence ARE du 3’UTR de p21 ‐ Coopération avec RNPC1 qui augmente son activité  
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
p21    (Wang et al. 2000; Lal, 2004; Cho et al. 2010) 
       
Privation en sérum   ‐ Translocation cytoplasmique ‐ ⇑ de sa  liaison au niveau d’une séquence ARE du 3’UTR (action compétitive avec miR‐122) 
‐ levée de la répression de la traduction exercée par miR‐122 ‐ Effet associé à la relocalisation de l’ARNm de 
cat­1 des P‐Bodies vers les polysomes 
Cat­1    (Yaman et al. 2002 ; Bhattacharyya et al. 2006) 
       
‐ Stress du réticulum endoplasmique ‐ Tunicamycine   
‐ ⇓ de sa liaison sur son ARNm cible ‐ Compétition avec liaison de TIA‐1 
(‐) la traduction   Cytochrome­ C    (Kawai et al. 2006) 
       
‐ ⇓ la CC de Polyamides   ‐ Translocation cytoplasmique dépendante de l’ inactivation AMPK inhibition de l’import nucléaire de HuR (régulation via l’importine1) 
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
p53, 
nucleophosmin 
  (Zou et al. 2008) 
83  
       
‐ ⇓ la CC de Polyamides  ‐ P de HuR  par Chk2 ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm     (+) la traduction   c­myc    (Liu et al. 2009) 
       
ATP  ‐ P de HuR dépendante de l’ activation de PKCα  ‐Translocation cytoplasmique  
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
cox­2    (Doller et al. 2007) 
       
Hypoxie   ‐ ⇑ de sa liaison  au niveau de la région 5’UTR de son ARNm cible ‐ Coopération avec PTB qui se lie au niveau de la région 3’UTR de l’ARNm cible  
(+) traduction  Hif 1α    (Galban  et al. 2008) 
       
Différenciation  cellulaire  ‐ ⇓ de sa liaison sur son ARNm cible dépendante de la P pitx2 par akt2  
(‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
cyclin D1     (Gherzi et al. 2010)  
       
Angiotensine II  ‐ P de HuR par PKCδ ‐ P de HuR sur la ser 318 : ⇑ de sa liaison  sur son ARNm cible  ‐P de HuR sur la ser 221 : ⇑ translocation cytoplasmique par PKCδ 
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
cyclin A, cyclin 
D1, cox­2 
  (Doller  et al.2010; Doller et al. 2008) 
       
Phase G2 du cycle   ‐ P de HuR  sur la ser 202  ⇑  sa liaison avec la protéine chaperonne 14‐3‐3  ‐ Rétention nucléaire 
(‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
bcl2, ptma    (Kim et al. 2008) 
       
Différenciation cellulaire  ‐ clivage par les caspaces ‐ ⇓ de sa liaison avec l’importine 2  ‐ Translocation cytoplasmique  
(‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
Myogénine, 
MyoD 
  (van der Giessen et al. 2007; Beauchamp et al. 2010) 
T
T
P
*  36  2  ZnF  N/C  (8
0
%
) 
Insuline  ‐ ⇑ de son expression ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible  (‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
vegf  stabilité  (Cao et al. 2008) 
       
‐ Inflammation (LPS) ‐ Hypoxie    ‐ ⇑de son expression, sous sa forme active non phosphorylée (inactivation  de P38‐MAPK) 
(‐) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
tnfα    (Werno et al. 2010) 
T
IA
­1
  43  3 RRM
 
N
/C 
‐ Stress du réticulum endoplasmique ‐ Tunicamycine   
‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible ‐ Compétition avec la liaison de HuR sur son ARNm cible 
(‐) la traduction   cytochrome C  Epissage  (Kawai et al. 2006) 
T
IA
R
  42   3 RRM
 
N
/C 
UV  ‐ ⇑ de sa liaison sur ses ARNm cibles   (‐) la traduction   Eif4A ; eif4E ;eef1B et c­myc  Epissage Stabilité  (Mazan‐Mamczarz et al. 2006) 
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Apigénin+ UV  ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible   (‐) l’induction de la traduction par les UV 
cox­2    (Tong et al. 2007) 
       
Stress génotoxique (MSS)  ‐ ⇓ de sa liaison sur son ARNm cible ‐ Coopération avec AUF1 
Lève (‐) de la traduction exercée par TIAR  
gadd45  stabilité  (Lal et al. 2006) 
CU
G
B
P
2
 
54  3 RRM
 
N/ C 
Irradiation   ‐ ⇓ de sa liaison sur une séquence ARE de son ARNm cible  ‐ Compétition avec HuR 
(‐) la traduction   cox­2  Edition des ARNm Epissage  (Sureban et al. 2007) 
       
Irradiation ionisante    ‐ ⇑ de son expression  ‐ Translocation cytoplasmique   (‐) la traduction mais stabilise l’ARNm 
cox­2    (Mukhopadhyay et al. 2003) 
       
Facteurs de croissance (PDGF)   ‐ P  de CUGPB2/ la kinase s‐src  ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible  
(+) la traduction  Effet indirect  (régulation de la stabilité) 
cox­2    (Xu et al. 2007) 
CUCBP
1 et 2 
54  3 RMN
 
N C 
Insuline  ‐ ⇑ de sa liaison au 3’UTR de HIF‐1  (+) la traduction (élongation de la queue de poly(A)) 
Hif­1    (Hagele et al. 2009) 
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  40  1 RRM
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N
/C 
Différenciation cellulaire  ‐ Translocation cytoplasmique au niveau des Stress granules ‐ coopération avec des miARN  ‐ interagit avec Ago2 et favorise le recrutement des miRNP sur les ARNm cibles  
(‐) la traduction   ARNm rapporteur  Epissage   (Lin et al. 2009) 
       
Stress oxydatif (arsenic)   ‐P de RBM4 dépendante de la voie MKK (3‐6) P38 ‐Translocation cytoplasmique  
(+) la traduction IRES dépendante en favorisant l’association de eIF4A sur son ARNm cible 
Rapporteur 
biscistronique 
contenant l‘IRES 
de EMCV 
  (Lin et al. 2007) 
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64    N/C 
Hypoxie  ‐ ⇑ de son expression  ‐ clivage de la nucléoline ‐ ⇑ de sa liaison sur son ARNm cible ( 3’ et 5’ UTR)  
(+) la traduction IRES dépendante 
c­p4h  ‐Maturation des ARNm ‐ Transport N /C des ARNm ‐ assemblage des ribosomes 
(Fahling et al. 2006) 
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52    N/C 
‐ Infection virale ‐ Poliovirus ‐ virus de l’hépatite A 
‐ Translocation cytoplasmique   (‐) la traduction IRES dépendante 
Poliovirus 
hav 
  (Meerovitch et al. 1993; Cordes et al. 2008) 
  
Tableau  3 :  Implication  des  RBP  dans  la  régulation  de  la  traduction  sélective  de  certains  ARNm 
sous stress .* la fonction de AUF1et de TTP sur la traduction est indirecte est résulte de la régulation de la 
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stabilité des ARNm,  le  plus  souvent  en  association  avec d’autres  facteurs  trans. Legende :  régulation de l’expression  des  RBP  (cellules  jaunes) ;  régulation  de  la  localisation  cytoplasmique  (cellules  grises) ; régulation de  la  liaison (cellules violettes) ; mécanisme de compétition ou de coopération entre  les RBP (cellules bleues) ; P : phosphorylation ; (+) active ; (‐) inhibe ;⇑ augmentation ; ⇓ diminution  
III.2.1.1. Régulation de leur expression   Des analyses protéomiques à grande échelle ont mis en évidence des variations de l’expression de plusieurs hnRNP  impliquées dans  la  réponse aux dommages à  l’ADN,  telles que hnRNPA 1, hnRNPA  2,  hnRNPA  18,  hnRNP  C1/C2,  hnRNP  K,  lorsque  des  cellules  sont  exposées  à  des radiations ionisantes. Parfois, ces variations sont accompagnées d’un changement de la quantité de  leurs  transcrits,  suggérant  une  régulation  possible  au  niveau  de  la  transcription  ou  de  la stabilité de ces messagers (Haley et al. 2009). Dans d’autre cas, la variation de l’expression d’une hnRNP résulte d’une inhibition de sa dégradation. Par exemple, hnRNP K est rapidement induite en  réponse  aux  dommages  à  l’ADN.  Cette  induction  est  la  conséquence  d’une  inhibition  de  la protéine ubiquitine E3 ligase HDM2/MDM2, qui cible hnRNP K et favorise sa dégradation par le protéasome (Moumen et al. 2005). Il a été reporté que hnRNP C1/C2 est également la cible d’une protéase apoptotique. Le clivage de cette protéine, associé à une diminution de sa transcription, est  responsable  de  la  diminution  de  l’expression  de  hnRNP  C1/C2  observée  sous  irradiations ionisantes (Waterhouse et al. 1996;  Jen et al. 2003; Dai,  J. M. et al. 2006). Enfin, sous certaines conditions  cellulaires,  l’expression des protéines de  liaison aux ARNm peut  être  contrôlée par des  miARN.  Par  exemple,  lorsque  la  quantité  de  glucose  cellulaire  augmente,  l’expression  de miR‐133a  est  augmentée.  miR‐133a  réprime  alors  l’expression  de  PTB,  qui  est  connue  pour stabiliser l’ARNm de l’insuline. Par conséquent, l’expression de l’ARNm de l’insuline est diminuée (Fred et al. 2010). D’autres exemples de régulation de la traduction de messager impliquant des variations de l’expression des protéines de liaison aux ARNm sous stress sont reportés dans les cellules jaunes du tableau 3.  
III.2.1.2. Régulation de leur localisation subcellulaire   Hormis TTP, dont  la  localisation est majoritaire au niveau du  cytoplasme,  les  autres RBP sont localisées de manière prédominante au niveau nucléaire. Cependant, elles sont capables de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme (Tableau 3). Des domaines structuraux des protéines de  liaison  aux  ARNm  impliqués  dans  le  transfert  nucléo‐cytoplasmique  des  RBP  ont  été identifiés, tels que le domaine M9 de hnRNP A1 (Michael et al. 1995a), le domaine NES de hnRNP C1/C2 (Lee, H. H. et al. 2004a), le domaine KNS de hnRNP K (Michael et al. 1997), le domaine RS des protéines  SR  (Caceres  et  al.  1998)  ou  le  domaine HNS de HuR  (Fan  and  Steitz  1998).  Ces 
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domaines  permettent  le  trafic  nucléo‐cytoplasmique  des  RBP  en  interagissant  avec  des récepteurs nucléaires responsables de l’import ou de l’export des protéines. Le plus souvent,  il apparaît  que  la  localisation  cytoplasmique  des  RBP  résulte  de  l’inhibition  de  leur  import (Cammas et al. 2008). Par exemple,  la  localisation cytoplasmique de hnRNP A1,  lors d’un choc osmotique, est  la conséquence d’une diminution de son  interaction avec  la  transportine 1, une protéine  impliquée  dans  l’import  nucléaire  de  hnRNP  A1  (Allemand  et  al.  2005).  De  même, durant  la  myogenèse,  l’inhibition  de  l’import  nucléaire  de  HuR  par  sa  dissociation  avec  la transportine  2,  est  responsable  de  son  accumulation  cytoplasmique  (van  der  Giessen  et  al. 2007).  La  localisation  cytoplasmique  de  HuR  peut  également  impliquer  un  blocage  de  son import  via  l’importine1  (Zou  et  al.  2008).  Enfin,  lors  d’une  infection  virale,  la  protéolyse  de Nup153  et  p62,  deux  composants  appartenant  au  complexe  du  pore  nucléaire  (NPC),  est responsable de l’inhibition de l’import nucléaire de hnRNP A1, hnRNP K, hnRNP C, la nucléoline, la protéine La autoantigen (Gustin et al. 2001). La relocalisation cytoplasmique des protéines de liaison  aux  ARNm  n’est  pas  un  processus  constitutif,  mais  est  plutôt  observée  lors  de stimulations  extracellulaires,  qui  activent  différentes  voies  de  signalisation.  Par  exemple concernant la protéine HuR, cinq voies de signalisation impliquées dans sa relocalisation ont été mises en évidence :  ‐ la voie de signalisation MK2/ p38 MAPK (Tran et al. 2003 ; Song, I. S. et al. 2005a; Lin, F. Y. et al. 2006 ; Li et al. 2008).  ‐ l’inactivation de la kinase APMK (Wang, W. et al. 2004b)  ‐ l’activation des protéines kinase PKCα ou PKCδ  (Doller et al. 2007; Doller et al. 2008a; Doller et al. 2010).  ‐ L’activation du coactivateur associé à  l’arginine methyltransférase CARM1 (Doller et al. 2008b).  ‐ L’inactivation de cdk1 (Kim, H. H. et al. 2008a) L’activation des voies de signalisation engendre des modifications post‐traductionnelles de type phosphorylation  ou  méthylation  des  RBP,  ou  des  protéines  d’import  impliquées  dans  la relocalisation des RBP. Par exemple, la méthylation de CIRP au niveau de son domaine RGG, lors d’un  stress  osmotique  ou  d’un  choc  thermique,  permet  sa  translocation  du  noyau  vers  les  granules  de  stress  (Schepens  et  al.  2007).  Un  autre  exemple  est  celui  de  l’acétylation  et  de  la phosphorylation  de  l’importine α1,  responsable  de  la  localisation  cytoplasmique  de  HuR  lors d’une  diminution  de  la  quantité  de  polyamide    cellulaire  (Wang,  W.  et  al.  2004b).  D’autres exemples de RBP, dont la localisation cytoplasmique est engendrée par des modifications post‐traductionnelles  ou  par  l’activation  de  voies  de  signalisation  peuvent  être  trouvés  dans  le tableau 3 ou dans la revue de A. Cammas (Cammas et al. 2008). La relocalisation cytoplasmique des protéines de liaison aux ARNm va permettre d’adapter la réponse cellulaire suite à un stress, 
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en régulant de manière spécifique, la traduction ou la stabilité de certains ARNm (Cammas et al. 2008).  Par  exemple,  la  relocalisation de  hnRNP A1  sous UV  inhibe  la  traduction d’ apaf1,  une protéine  pro‐apoptotique  qui  entre  dans  la  composition  du  complexe  apoptosome  et  qui  est impliquée dans  la voie extrinsèque de  l’apoptose. En  limitant ainsi  l’apoptose, cela permet aux cellules de survivre et de réparer les dommages à l’ADN (Cammas et al. 2007). A l’inverse, lors d’un stress plus sévère tel qu’un choc osmotique, hnRNP A1 favorise l’apoptose en réprimant la traduction  de  l’ARNm  de  xiap,  qui  code  une  protéine  anti‐apoptotique.  Elle  permet  ainsi d’augmenter  la mort  cellulaire  lorsque  les  dommages  à  l’ADN  sont  trop  importants  pour  être réparés. hnRNP A1 va donc permettre la traduction sélective de certains ARNm pour induire la réponse  cellulaire  la  plus  adaptée  au  contexte  environnemental.  D’autres  exemples  illustrant l’effet de la translocation cytoplasmique des RBP, induite par différents stress sur la traduction sont présentés dans les cellules grises du tableau 3.  
III.2.1.3. Régulation de leur liaison aux ARNm  Plusieurs études montrent que  la capacité de  liaison des RBP sur un messager spécifique peut être  régulée  par  des  modifications  post‐traductionnelles  des  RBP.  Dans  certains  cas,  une modification  post‐traductionnelle  de  la  RBP  augmente  son  affinité  pour  son  ARNm  cible.  Par exemple, la phosphorylation de la sérine 318 de HuR par la kinase PKCδ, augmente l’affinité de HuR  pour  l’ARNm  de  cox­2  lorsque  des  cellules  mésangliales  humaines  sont  traitées  par l’angiotensine II (Doller et al. 2008a). Une autre phosphorylation de HuR, au niveau de la sérine 100, par la protéine kinase Chk2 lors d’une stimulation aux polyamides, est également associée à une  augmentation  de  la  liaison  de  HuR  sur  l’ARNm  de  c­myc  et  à  une  augmentation  de  la traduction de c­myc  (Liu,  L.  et  al.  2009).  Curieusement,  la  phosphorylation de  la même  sérine 100 de HuR par Chk2 lors d’un stress oxydatif, provoque une diminution de la liaison de HuR sur l’ARNm  de  sirt­1  (Abdelmohsen  et  al.  2007).  Ce  dernier  exemple  montre,  d’une  part  qu’une modification post‐traductionnelle d’une protéine de  liaison  aux ARNm peut diminuer  l’affinité de  cette  protéine  pour  son  ARNm  cible  et  d’autre  part,  que  l’effet  d’une  modification  post‐traductionnelle  sur  l’affinité  d’une  RBP  pour  un  messager,  n’est  pas  uniquement  lié  à  l’acide aminé  modifié,  mais  dépend  aussi  probablement  de  la  séquence  spécifique  de  l’ARNm  cible. D’autres exemples de modifications post‐traductionnelles des RBP influençant leurs liaisons au niveau de leurs messagers sont présentés dans le tableau 3 (Cellules violettes). Aux  modifications  post‐traductionnelles  des  protéines  de  liaison  aux  ARNm  s’ajoutent  des mécanismes  de  compétition  entre  les  RBP  pour  la  liaison  sur  un même  ARNm.  Par  exemple, l’irradiation  de  cellules  de  carcinomes  de  colon  engendre  un  changement  de  liaison  entre  les protéines HuR et CUG‐BP2 pour l’ARNm de cox­2. CUG‐BP2, qui inhibe la traduction de l’ARNm 
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de cox­2 en se fixant sur ce messager, empêche la  liaison de HuR, qui  l’active.  Il en résulte une inhibition  de  la  traduction  de  cox­2  (Sureban  et  al.  2007).  Dans  d’autre  cas,  une  protéine  de liaison  aux  ARNm  peut  entrer  en  compétition  avec  un  miARN  pour  se  lier  sur  un  ARNm spécifique.  Par  exemple,  lors  d’une  réponse  inflammatoire,  la  translocation  cytoplasmique  de hnRNPK, va permettre la levée de la répression de l’expression de cox­2 exercée par miR‐16, en se fixant de manière compétitive avec le miARN au niveau de la région 3’UTR de l’ARNm de cox­2 (Shanmugam et al. 2008).  Enfin, la liaison d’une RBP sur son messager peut nécessiter la liaison d’un autre facteur trans. Par  exemple,  lors  de  la  différenciation  cellulaire,  la  phosphorylation  de  la  protéine  Pitx2  par Akt2  provoque  sa  dissociation  de  l’ARNm  de  la  cycline  D1  mais  aussi  celle  de  la  protéine stabilisatrice HuR. Par conséquent, on observe une diminution de  l’expression de  la cycline D1 (Gherzi  et  al.  2010).  Le  lecteur  pourra  trouver  d’autres  exemples  de  ce  type  de  mécanisme, mettant en jeu des phénomènes de compétition ou de coopération entre les facteurs trans dans les cellules bleues du tableau 3.  
III.2.2. Régulation des miARN sous stress et les conséquences sur la régulation 
spécifique de certains gènes sous stress 
III.2.2.1. Par variation de l’expression des miARN  De  récentes  études  suggèrent  que  les  miARN  jouent  un  rôle  prépondérant  dans  la reprogrammation génétique, qui permet aux cellules de faire face à différents stress (Leung and Sharp  2007).  Des  animaux,  chez  qui  la  suppression  de  l’expression  de  certains  miARN  a  été réalisée par génétique, sont beaucoup plus sensibles aux stress (Xu et al. 2003; van Rooij et al. 2007). De même, la sous‐expression des protéines Dicer ou Ago2, deux acteurs essentiels de la voie  des  miARN,  augmente  la  sensibilité  des  cellules  Hela  exposées  aux  UV,  un  agent endommageant l’ADN (Pothof et al. 2009). En réponse à de nombreux stress cellulaires, tels que les  infections  virales  (Santhakumar  et  al.  2010),  les  stress  génotoxiques  (UV,  radiations ionisantes…) (Tarasov et al. 2007; Pothof et al. 2009; Shin et al. 2009; Simone et al. 2009),  les stress  du  réticulum  endoplasmique  (Dai,  R.  et  al.  2010),  l’hypoxie  ou  les  stress  oxydatifs (Kulshreshtha et  al. 2007; Yan et  al. 2009; Wang, Z.  et  al. 2010), on observe des variations de l’expression des miARN (Tableau 4). Etant donné qu’un miARN peut cibler plus d’une centaine de gènes, la variation de leur expression a un impact considérable sur le génome et va permettre de coordonner de nombreux processus cellulaires essentiels à l’homéostasie cellulaire, tels que la prolifération, le contrôle du cycle cellulaire, ainsi que les voies de survie (Tableau 4).   
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La variation de l’expression des miARN sous stress peut être la conséquence de la régulation de la transcription des gènes codant ces miARN. Le  facteur  de  transcription  p53,  qui  est  activé  par  différents  stress  génotoxiques  (radiations , stress  oxydatif,  chimiothérapie),  augmente non  seulement  la  transcription de  gènes  impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose, mais active également la transcription de plusieurs miARN (Chang, T. C. et al. 2007; Tarasov et al. 2007). Le contrôle de la transcription des miARN de la famille de miR‐34 par p53 est l’exemple le plus documenté et illustre très bien le rôle joué par les miARN dans la coordination de la réponse aux stress (Figure 19).    
 
Figure  19 :  Boucle  d’autorégulation  positive  P53­miR­34­SiRT1  et  réponse  aux  stress 
génotoxiques.  L’expression  et  l’activité  trancriptionnelle  de  P53  sont  augmentées  par  des  stress génotoxiques.  En  retour,  P53  augmente  la  transcription  de  miR‐34,  qui  induit  l’activation  de  P53  en inhibant  SIRT‐1  (boucle  d’autorégulation  positive  représentée  en  rouge).  Par  conséquent,  P53  activé, prolonge  l’expression  de miR‐34, mais  régule  également  l’expression  de miARN  et  de  gènes  impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire, la prolifération et l’apoptose. Ces processus cellulaires sont également régulés par l’inhibition de l’expression des ARNm cibles de miR‐34. L’ensemble de cette reprogrammation génétique potentialise la réponse cellulaire suite à un stress génotoxique (D’après Yamahuchi ,2009).        
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microARN  Régulation  Stress  Cible(s)  Conséquences  Références miR 34  ⇑ de l’expression dépendante de p53  Stress génotoxique  5FU ; Adriamycine  Etoposide 
 SiRT­1  ‐ Acétylation de p53 et augmentation de l’activité transcriptionnelle de p53  ‐ Arrêt du cycle cellulaire ‐ Augmentation de l’ apoptose 
(Yamakuchi et al. 2008) (Tarasov et al. 2007) miR 34  ⇑ de l’expression dépendante de p53  Dommage à l’ADN  Gènes contrôlant le cycle cellulaire ou la prolifération cellulaire Ex : Cyclin E2 ; cdk4 ; 
pRB 
‐ Arrêt du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire  (He et al. 2007) 
miR 34 miR 23a miR 26a miR 30c miR 103 miR 107 miR 182 
⇑ de l’expression dépendante de p53  Dommage à l’ADN  Adriamycine  Gènes contrôlant le cycle cellulaire ou la prolifération cellulaire  
‐ Arrêt du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire ‐ Augmentation de l’apoptose   (Chang et al. 2007) 
miR‐192 miR‐215  ⇑ de l’expression dépendante de p53  Dommage à l’ADN Doxorubicine  62 Gènes contrôlant le cycle cellulaire (analyse par puces à ADN)  
‐ Arrêt du cycle cellulaire en G1 et G2  (Georges et al. 2008) 
miR 15a‐16  ⇑ de l’expression dépendante de p53  Dommage à l’ADN  bcl­2  ‐ Augmente l’apoptose  (Tarasov et al. 2007) Let‐7a  ⇑ de l’expression dépendante de p53  Dommage à l’ADN  ras, hmga2  ‐ Inhibe la prolifération cellulaire   (Tarasov et al. 2007) miR 16  miR 34 a miR 17 miR 125 
⇑ de l’expression  Dommage à l’ADN Cisplatine  bcl­2 ; e2f1 ; e2f3  ‐ Augmente l’apoptose et diminue la prolifération cellulaire  (Xie et al.2010) miR 106  miR 150  ⇓ de l’expression   Dommage à l’ADN Cisplatine  rb1 ; p53   ‐ Arrêt du cycle cellulaire  (Xie et al.2010) Cluster miR 17‐92  ⇓ de l’expression dépendante de p53  Hypoxie    ‐ Induction de l’apoptose   (Yan et al. 2009) miR‐16‐1 miR‐143 miR‐145  ⇑ de la maturation nucléaire des miARN par Drosha dépendante de p53 
Dommage à l’ADN  Doxorubicine      (Suzuki et al. 2009) 
miR‐210  miR‐26  miR‐107  ⇑ de l’expression  Hypoxie    ‐ Diminue l’apoptose  (Kulshreshtha et al. 2007) miR‐210   ⇑ de l’expression dépendante de HIF‐1α   Hypoxie  rad 52  ‐ Inhibe les mécanismes de réparation de l’ADN (voie HDR)  (Crosby et al. 2009) miR‐210   ⇑ de l’expression dépendante de HIF‐1α   Hypoxie  E2f3  ‐ Régule le cycle cellulaire  (Giannakakis et al. 2008) miR‐210   ⇑ de l’expression dépendante de HIF‐1α   Ischémie  casp8ap2  ‐ Augmente la survie cellulaire  (Kim et al. 2009) miR‐373  ⇑ de l’expression dépendante de  HIF‐1α   Hypoxie  rad23b ; rad52  ‐ Inhibe les mécanismes de réparation de l’ADN   (Crosby et al. 2009)    
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Cluster miR 199a‐214  ⇓ de leur expression  Infection virale (CMV)  Gènes impliqués : ‐ dans la voie des intégrines  ‐ dans la voie de signalisation ERK/MAPK et PI3K/AKT  ‐dans la voie de synthèse des protaglandines 
Réplication virale  (Santhakumar et al.2010) 
miR 221‐222  ⇓ de leur expression  Stress du  Réticulum Endoplasmi‐que 
P27 (kip1) ‐Gènes impliqués dans la voie de signalisation MEK‐ERK 
‐Régulation du cycle cellulaire  ‐ Résistance à l’apoptose   (Dai et al.2010) 
miR 29a  ⇑ de l’expression  Stress oxydatif  igf­1 ; pi3kkri  ‐ Régulation des voies de signalisation impliquées dans la  survie et la différenciation cellulaire 
(Wang et al.2010) 
miR 17  ⇑ de l’expression  Stress oxydatif  pi3kkri  ‐ Régulation des voies de signalisation impliquées dans la  survie et la différenciation cellulaire 
(Wang et al.2010) 
miR 200c  ⇑ de l’expression  Stress oxydatif  ptpn11  ‐ Régulation des voies de signalisation impliquées dans la  survie et la différenciation cellulaire 
(Wang et al.2010) 
miR 383  miR 208a  miR 377  miR181d miR 874 
⇓ de leur expression  Stress oxydatif  Gènes de la voie de signalisation  MAPK  ‐ Régulation de la survie cellulaire  (Wang et al.2010) 
miR 16  ⇑ de l’expression  UV  cdc 25a ; cycline D1 et 
cycline E 
Arrêt du cycle cellulaire en G1  (Pothof et al. 2009) miR‐145 miR‐195 miR‐16 miR‐190 
⇓ de la maturation des pri‐microARN par Drosha 
Stress hormonal (Estradiol)  vegf    (Yamagata et al. 2009) miR‐122  ‐ Relocalisation de la miRNP des P‐Bodies vers les polysomes dépendante de la liaison de HuR ‐Pas de variation d’expression de mir‐122   ‐Hypothèse : régulation de la liaison de miR‐122 ?  
Privation en sérum  Cat­1 (Levée de la répression traductionnelle de  
Cat­1) 
  (Bhattacharyya et al. 2006) 
miR‐369  ‐ Modification de l’activité de miR‐369 ‐ Association de FXR1 au complexe miRNP 
Privation en sérum  tnfα ‐Augmentation de la traduction de TNFα    (Vasudevan et al. 2007) 
miR‐16  ‐Diminution de sa liaison  ‐Compétition avec hnRNPK 
Inflammation (ligand S100)  Cox­2 ‐Augmentation de la traduction de cox­2    (Shanmugam et al. 2008) 
Tableau  4 :  Exemple  de  miARN  impliqués  dans  la  régulation  sélective  de  la  traduction  sous  stress. Legende ;   cellules  blanches :  variation  de  l’expression  des  miARN  (mécanisme  impliqué  non  déterminé) ; cellules grises claires : variation de l’expression des miARN dépendante du facteur de transcription p53 ; cellules grises  foncées :  variation de  l’expression des miARN dépendante du  facteur de  transcription   HIF‐1α ;  cellules 
92  
roses :  variation de  l’expression des miARN par  régulation de  leur maturation ;  cellule  jaune :  régulation de  la localisation  de  la  miRNP ;  cellule  violette :  régulation  de  l’activité  d’un  miARN ;  cellule  bleu  régulation  de  la liaison d’un miARN sur un ARNm cible ; ⇑ : augmentation ;⇓ diminution   L’équipe de He, en étudiant le profil des miARN de fibroblastes embryonnaires murins déficients ou non en p53, observe que l’expression de miR‐34a, miR‐34b et miR‐34c est corrélée au statut de  p53  (He  et  al.  2007).  p53  induit  l’expression  de miR‐34  dans  des  cellules  ou  des  animaux exposés à différents stress génotoxiques, tels que les irradiations, ou des chimiothérapies, en se fixant  directement  sur  un  élément  de  réponse  de  p53  localisé  en  amont  du  gène  codant  les miARN de la famille de miR‐34 (Chang, T. C. et al. 2007; Raver‐Shapira et al. 2007; Tarasov et al. 2007).  L’inhibition  de  l’expression  des  cibles  de  miR‐34  participe  à  la  réponse  aux  stress  en favorisant l’arrêt du cycle cellulaire, l’apoptose, et en bloquant la prolifération cellulaire (Chang, T.  C.  et  al.  2007;  He  et  al.  2007;  Raver‐Shapira  et  al.  2007;  Tarasov  et  al.  2007).  De  plus, l’identification  de  SIRT‐1,  une  déacetylase,  comme  cible  de  miR‐34,  permet  de  mettre  en évidence  que  miR‐34  intervient  dans  une  boucle  d’autorégulation  positive  permettant  de maintenir  l’activation  de  p53  sous  stress.  En  effet,  SIRT1  peut  désacétyler  p53  et  inhiber  son activité.  En  inhibant  l’expression  de  sirt,  miR‐34 maintient  p53  sous  forme  active  acétylée  et permet  ainsi  la  transcription  de  ces  gènes  cibles,  qui  jouent  un  rôle  dans  l’arrêt  du  cycle cellulaire  et  l’induction  de  l’apoptose  (Figure  19)  (Yamakuchi  et  al.  2008  ;  Yamakuchi  et  al. 2009). D’autres études montrent également que les miARN miR‐192, miR‐194 et miR‐215 sont régulés  transcriptionnellement  par  p53  et  que  l’induction  de  leur  expression  est  importante dans  la  réponse  cellulaire  induite  par  des  cytotoxiques,  tels  que  le  5‐fluorouracile  ou  la doxorubicine  (Braun  et  al.  2010  ;  Georges  et  al.  2010  ;  Pichiorri  et  al.  2010).  Ces  travaux soulignent  également  l’importance  de  l’expression  de  ces  miARN  dans  la  coordination  de l’expression  des  gènes  qui  régulent  l’arrêt  du  cycle  cellulaire  et  l’apoptose.  En  effet,  par  des analyses de puces à ADN, 62 cibles de miR‐192  impliquées dans  le contrôle du cycle cellulaire ont  été  identifiées,  dont  16  ont  été  validées  comme  étant  des  cibles  directes  de  miR‐192 (Georges et al. 2008)(Figure 20). Les travaux de Pichiorri  mettent aussi en évidence une boucle de régulation entre p53 et  les miARN miR‐192 et miR‐215. Une des cibles de ces miARN est la protéine MDM2, qui inactive p53. En supprimant l’expression de MDM2, ces miARN augmentent l’activité  de  p53  et  favorisent  ainsi  l’apoptose  et  l’arrêt  du  cycle  cellulaire.  Ces  miARN,  en régulant l’expression de IGFR, contribuent aussi à la diminution des processus d’invasion et de migration (Pichiorri et al. 2010). Ces miARN présentent donc des propriétés de suppresseurs de tumeur et d’ailleurs  leur expression est diminuée dans  certains  cancers, par exemple dans  les cancers  du  colon (Braun  et  al.  2008).    p53  est  également  impliquée  dans  le  contrôle  de  la transcription du cluster de microARN 17‐92 en réponse à l’hypoxie (Yan et al. 2009). Mais, sous hypoxie, les miARN, dont les gènes cibles régulent la survie cellulaire et les voies de réparation 
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de  l’ADN,  peuvent  également  être  sous  le  contrôle  du  facteur  de  transcription  HiF‐1 (Kulshreshtha et al. 2007; Crosby et al. 2009).  
 
Figure  20 : Exemple  de  coordination  de  l’expression  des  gènes  exercée  par  un miARN, miR­192 
pour réguler l’arrêt du cycle cellulaire, un processus essentiel dans la réponse aux stress. miR ‐192 coordonne l’expression de nombreux gènes, qui régulent les points de contrôle du cycle cellulaire en G1/S (A)  et  G2/M  (B)  En  bleu  sont  indiquées  les  cibles  de miR‐192  identifiées  sur  puce  à ADN,  en  jaune  les cibles  directes  de miR‐192  ayant  été  validées  expérimentalement,  en  vert  les membres  canoniques  du réseau et les traits noirs indiquent les interactions entre ce réseau de protéines (Georges, 2008).  Bien que la majorité des gènes codant les miARN soient transcrits par l’ARN polymérase II, il est possible  que  sous  stress,  la  transcription  de  certains  gènes  de  miARN  soit  sous  le  contrôle alternatif et spécifique de l’ARN polymérase III. Une étude montre que certains gènes de miARN situés en aval de séquences Alu, seraient transcrits par l’ARN polymérase III et des expériences de Northern Blot et de RT‐qPCR révèlent que la transcription de certains de ces gènes de miARN est induite par des stress tels que des chocs thermiques ou un traitement à la cycloheximide (Gu, T. J. et al. 2009). En effet, comme l’ARN polymérase III permet la transcription des tRNA ou des séquences alu, induite par différents stress cellulaires ou facteurs de transcription (Liu, W. M. et al.  1995;  Chesnokov  et  al.  1996)  et  qu’il  n’existe  pas  de  séquence  terminatrice  entre  le promoteur des séquences alu et celui des miARN,  il est envisageable que  les gènes des miARN situés en aval de ces séquences soient contrôlés de manière similaire sous stress (Gu, T. J. et al. 2009).  
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La variation de l’expression des miARN sous stress pourrait également être la conséquence de la régulation de leur biogénèse.  Les connaissances concernant la régulation de la biogénèse des miARN sous stress sont encore limitées, mais de récentes études suggèrent une implication possible de ces mécanismes dans la régulation  des  gènes  sous  stress.  En  comparant  l’expression  de  miARN  matures  et  des précurseurs  de  ces  miARN  respectifs  dans  des  cellules  déficientes  ou  non  pour  P53,  Suzuki montre que  la biogénèse de  certains miARN est  régulée par P53 en  réponse  aux dommages  à l’ADN. P53 en interagissant avec le complexe nucléaire Drosha /P68, augmente la maturation de ces  pri‐miARN  (Suzuki,  H.  I.  et  al.  2009).  Une  autre  étude  montre  qu’en  réponse  à  une stimulation hormonale, l’estradiol associé à son récepteur ERα bloque la maturation de certains pri‐miARN  en  se  liant  à  Drosha,  en  présence  de  P68/72.  Cette  interaction  provoque  la dissociation du complexe microprocesseur des pri‐miARN (Yamagata et al. 2009) (Figure 21). 
 
 
 
Figure  21 :  Inhibition  de  la maturation  des miARN par  l’estradiol.  En  présence  d’estradiol  (E2),  le récepteur  aux  estrogènes,  ERα,  s’associe  au  complexe Drosha/P68/P72 et  provoque  la  dissociation des pri‐miARN, inhibant ainsi leur maturation. Par conséquent, on observe une augmentation de l’expression des cibles de ces miARN, comme par exemple VEGF (D’après Marcias, 2009). 
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Concernant  la maturation des pre‐miARN par Dicer,  seules deux  études  laissent  supposer  son rôle  potentiel  dans  la  variation  de  l’expression  des  miARN  sous  stress.  La  première  met  en évidence une diminution de  l’expression de Dicer sous différents stress,  tels que  l’exposition à des espèces réactives de l’oxygène, des esters de phorbol ou à l’oncogène RAS. Cependant, ni les mécanismes, ni les conséquences physiologiques de cette observation n’ont été étudiés (Wiesen et al. 2009). La deuxième étude montre que l’inhibition de Dicer augmente l’apoptose induite par le TNFα et que Dicer peut être clivée par les caspases lors de l’apoptose ou lorsque les cellules sont infectées par le virus VIH (Matskevich et al. 2008).  La régulation de la biogénèse des miARN sous stress reste une piste d’investigation intéressante, d’autant plus que des protéines de  liaison aux ARNm, régulées sous stress  telle que hnRNPA1, sont capables de réguler la biogénèse des miARN (Cammas et al. 2007; Guil and Caceres 2007; Trabucchi et al. 2009).  
III.2.2.2. Par régulation de l’activité des miARN  Lors  de  certains  stress,  des miARN  sont  impliqués  dans  la  régulation  de  l’expression d’ARNm cibles ou de processus biologiques,  sans que  l’on observe une variation de  leur expression. Le premier exemple est celui de miR‐208, un miARN spécifique du cœur, qui est indispensable pour le  processus  d’hypertrophie  des  cardiomyocytes,  de  fibroses  et  qui  régule  l’expression  de  la protéine βMHC (β Myosin Heavy Chain) lors d’une pression cardiaque (van Rooij et al. 2007). Le deuxième exemple est celui de miR‐122, qui participe à la levée de la répression de l’expression de  cat­1,  lors  d’une  privation  en  sérum  (Bhattacharyya  et  al.  2006a).  Pourtant,  dans  ces  deux exemples,  aucune  variation  de  l’expression  des miARN miR‐208  et miR‐122  n’a  été  observée sous  stress.  Cela  suggère  que  d’autres  moyens  de  régulation  impliquent  des  miARN  dans  la régulation  spécifique  de  l’expression  des  gènes  sous  stress.  Les  travaux  de  l’équipe  de Vasudevan montrent que l’activité d’un miARN peut être modifiée sous stress (Figure 22 ; D). En effet, miR‐369 réprime la traduction de l’ARNm de tnfα dans des cellules prolifératives. Pourtant lors  d’une  privation  en  sérum,    l’effet  de miR‐369  est  changé : miR‐369  passe  alors  d’un  rôle répresseur traductionnel à un rôle d’activateur de la traduction de l’ARNm de tnfα. Cet effet est dépendant  du  recrutement  de  la  protéine  FXR1  (Fragile  X‐Related  Protein1)  au  niveau  du complexe  miRISC  (Vasudevan  and  Steitz  2007a).  En  utilisant  des  systèmes  rapporteurs contenant  des  sites  de  fixation  d’un  miARN  synthétique  ou  la  région  3’UTR  de  hmga2  qui contient  des  sites  de  fixation  du miARN  endogène  let‐7,  les  auteurs montrent  également  que l’administration  d’un  miARN  synthétique  miRcxcr4,  ou  de  let‐7  augmente  l’expression  des rapporteurs, lorsque les cellules sont synchronisées par un arrêt du cycle cellulaire. L’activation de la traduction observée dans ces expériences est également dépendante de la fixation des deux 
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protéines  Ago2  et  FXR1.  Pourtant,  let‐7  réprime  l’expression  de  hmga2  dans  des  cellules  en prolifération. À partir de ces observations, Vasudevan a proposé un modèle selon lequel il existe une réversibilité de l’action des miRNP dans le contrôle de la traduction des ARNm en fonction du cycle cellulaire, qui est régulé par différents stress (Vasudevan et al. 2007b). Cependant, il a été observé que miR‐16 est capable de réprimer la traduction de cdc25 sous UV, alors que les UV induisent  également  un  arrêt  du  cycle  cellulaire  en  G1  et/ou  G2.  Donc  l’activation  de  la traduction par les miARN n’est probablement pas un mécanisme généralisable aux cellules non prolifératives, mais  impliquerait plutôt un remaniement du complexe miRNP en  fonction de  la présence  d’autres  facteurs  trans  (RBP  ou miARN),  qui  varient  selon  les  conditions  cellulaires (Pothof et al. 2009). En effet, des variations de la  localisation de protéines sous stress peuvent être  associées  à  un  remaniement  du  complexe  miRNP  et  influencer  l’action  de  miARN.  Par exemple, lors d’une stimulation par le ligand S100, qui se fixe sur les récepteurs RAGE impliqués dans  les  processus  inflammatoires,  la  protéine  hnRNPK  est  délocalisée  du  noyau  vers  le cytoplasme,  où  elle  rentre  en  compétition  avec  miR‐16  pour  se  fixer  sur  une  séquence  ARE localisée dans la région 3’UTR de cox­2 et lève ainsi l’inhibition de l’expression de cox­2 exercée par miR‐16 (Figure 22 ; B) (Shanmugam et al. 2008). D’autres exemples montrent que les miARN et  les  protéines  de  liaison  aux  ARNm  peuvent  agir  de  manière  coopérative  pour  réprimer l’expression d’un ARNm (Jing et al. 2005; Kim, H. H. et al. 2009). Cela suggère que les fonctions des protéines Argonautes peuvent être  influencées par des  interactions avec des miARN, mais aussi  avec  d’autres  facteurs  protéiques  sous  stress.  De  manière  intéressante,  une  étude protéomique montre que les protéines Argonautes peuvent s’associer à différentes protéines de liaison aux ARNm, dont certaines,  comme HuR et RBM4, sont régulées sous stress  (Hock et al. 2007). Cette étude suggère également que RBM4 module l’activité du complexe miRISC puisque la délétion de RBM4 augmente l’expression de plusieurs rapporteurs contenant différents sites de  fixation  de miARN.  Les  travaux  de  Lin  confirment  le  rôle  de  RBM4  dans  la  répression  de l’expression des gènes par les miARN. Lors de la différentiation cellulaire, la phosphorylation de RBM4 provoque sa translocation dans le cytoplasme où elle interagit avec la protéine Ago2, pour recruter le complexe miRISC au niveau des ARNm cibles (Lin, J. C. et al. 2009). Enfin, il a été montré que les mécanismes d’édition peuvent cibler des précurseurs de miARN et altérer  la  reconnaissance  de  leurs  ARNm  cibles  (Kawahara  et  al.  2007).  Etant  donné  que l’adénosine désaminase ADAR, l’enzyme qui convertit les adénosines en inosine, est induite par différents  stress,  comme  la  privation  en  sérum  ou  une  stimulation  par  l’interféron,  on  peut envisager  que  des  mécanismes  d’édition  des  miARN  puissent  influencer  leurs  fonctions  sous stress (Samuel 2001; Wang, Q. et al. 2004a; Yamasaki and Anderson 2008).  
97  
III.2.2.3. Par modification de la localisation du complexe miRNP ou des 
composants de voies des miARN  C’est dans le cytoplasme que les miARN matures vont se lier sur leur ARNm cible pour réprimer leur expression. Bien que la majorité des protéines Argonautes et des miARN soient répartis de manière  diffuse  dans  le  cytoplasme,  une  petite  fraction  est  localisée  dans  des  structures cytoplasmiques particulières, nommées Processing‐Bodies (PB) ou granules de stress (SG). Dans des cellules non stressées, les miARN et leurs ARNm cibles sont plutôt retrouvés dans les PB, qui contiennent de nombreux composants de la machinerie de dégradation. Alors que sous certains stress  environnementaux,  qui  induisent  une  inhibition  de  la  traduction,  tels  que  les  UV,  le traitement à  l’arsenic,  les  chocs  thermiques,  les miARN,  les protéines Argonautes et  les ARNm poly(A)+  liés  à  la  sous‐unité  ribosomique  40S  sont  accumulés  dans  les  SG  qui  contiennent  de nombreux composants de l’initiation de la traduction (Anderson et al. 2009; Buchan et al. 2009; Pothof et al. 2009). La localisation d’Argonaute dans les SG nécessite la présence de miARN. Ce qui suggère que les protéines Argonautes entrent dans les SG associées à des miARN (Leung et al.  2006).  Sous  stress,  d’autres  composants  sont  également  recrutés  dans  les  SG,  comme  par exemple des protéines de liaison aux ARNm, telles que TIA‐1, TIAR, FXR1, HuR, TTP, P54/rck, et Staufen,  qui  peuvent  réguler  la  traduction  ou  la  dégradation  des  ARNm.  Certaines  de  ces protéines,  notamment  FXR1, HuR,  P54/rck  et  TTP,  peuvent  s’associer  à  Argonaute  (Jing  et  al. 2005; Bhattacharyya et al. 2006a; Chu and Rana 2006; Leung and Sharp 2007; Vasudevan and Steitz  2007a).  Ces  structures  contiennent  donc  potentiellement  des  concentrations  locales  de facteurs,  et  de  nouvelles  interactions  entre  ces  facteurs  sont  alors  possibles  pour modifier  la composition  du  complexe  miRNP  préexistant,  et  influencer  le  devenir  des  ARNm  cibles  des miARN.  De  plus,  ces  structures  cytoplasmiques  sont  des  structures  dynamiques :  il  existe  un cycle cytoplasmique des miRNP et des échanges de miRNP peuvent exister entre  les différents compartiments : SG, PB et polysomes (Anderson and Kedersha 2009; Buchan and Parker 2009). Le  changement  de  composition  du  complexe  miRNP  influence  probablement  la  localisation cytoplasmique du messager pour le diriger soit vers des lieux de dégradation ou de traduction. Cette idée peut être illustrée par les travaux de Bhattacharyya qui montrent que, sous privation en  sérum,  la  liaison  de  HuR  au  niveau  de  la  région  3’UTR  de  l’ARNm  de  cat­1  provoque  sa relocalisation des PB vers les polysomes, et lève ainsi la répression de la traduction de l’ARNm de cat­1 exercée par miR‐122 (Figure 22 ; C) (Bhattacharyya et al. 2006b).      
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Figure 22 : Implication des miARN dans la régulation de l’expression spécifique des gènes sous 
stress (A)  Sous  stress  l’expression des miARN varie.  Par  exemple,  sous UV,  l’expression de miR‐16  augmente. Puisque l’ARNm de CDC25a est la cible directe de miR‐16, on observe alors une diminution de l’expression de CDC25a sous UV (Pothof et al. 2009) (B) Sous stress la liaison d’un miARN au niveau de son ARNm cible peut  être  régulée.  Par  exemple,  sous  inflammation  par  le  ligand  S100,  HnRNP  K  peut  entrer  en compétition avec miR‐16 pour se lier sur l’ARNm de cox­2. Ainsi, la diminution de la liaison de miR‐16 est associée  à  une  augmentation  de  l’expression  de  cox­2  (Shanmugam  et  al.  2008)(C)  Il  existe  aussi  un 
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mécanisme de régulation de la localisation du complexe miRNP. A l’état normal, l’expression de cat­1 est réprimée  par  miR‐122  dans  les  PB,  mais  sous  privation  en  sérum,  on  assiste  à  une  délocalisation  du complexe miRNP des PB vers les polysomes. Cette délocalisation est dépendante de la fixation de HuR et est  accompagnée  d’une  augmentation  de  la  traduction  de  cat­1(Bhattacharyya  et  al.  2006a)  (D)  Sous stress l’activité des miARN peut être modifiée. Par exemple, l’ARNm de TNFα est réprimé par miR ‐369a mais lors d’une stimulation en sérum, miR‐369a active la traduction de TNFα et cet effet est associé à une modification  de  la  composition  du  complexe  miRNP,  dans  laquelle  FXR1  est  recrutée  (Vasudevan  and Steitz 2007a).  De  plus,  des  composants  de  la  voie  des miARN peuvent  également  être  régulés  par  différents stress. Par exemple, sous différents stress, la phosphorylation de la protéine Ago2 au niveau de sa sérine 387, dépendante de la voie P38‐MAPK favorise sa localisation dans les PB (Zeng, Y. et al. 2008). Par ailleurs, HSP90 (heat‐shock protein 90), une protéine  impliquée dans  la réponse au  stress,  est  également  capable  de  réguler  les  fonctions  de  la  protéine  Ago2,  ainsi  que  son recrutement  dans  les  SG  et  les  PB  (Pare  et  al.  2009).  Finalement,  la  connaissance  de  la dynamique des multiples interactions qui peuvent avoir lieu au sein du complexe miRNP, leurs régulations par  des  voies  de  signalisation,  leurs  conséquences  sur  la  localisation du  complexe miRNP  et  sur  sa  fonction  est  encore  limitée.  Cependant,  ces  pistes  de  recherche  semblent pertinentes pour mieux comprendre  la  régulation spécifique de  l’expression de certains gènes sous stress. 
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RESULTATS   
I. Présentation et objectifs de l’étude  Lors de différents stress génotoxiques ou oxydatifs, une reprogrammation rapide, spécifique et hautement  contrôlée  des  gènes  est  nécessaire,  pour  permettre  aux  cellules  de  s’adapter rapidement  et  efficacement  aux  nouvelles  conditions  environnementales,  en  activant  les mécanismes de défense cellulaire, qui favorisent la survie ou induisent l’apoptose. L’analyse de la distribution des ARNm dans les fractions polysomiques, révèle que la traduction de la plupart des ARNm est inhibée sous différents stress. Pourtant, certains ARNm résistent à cette inhibition de la traduction, sans que les mécanismes ne soient totalement élucidés (Johannes and Sarnow 1998; Johannes et al. 1999; Blais et al. 2004; Mazan‐Mamczarz et al. 2005 ; Bushell et al. 2006; Spriggs et al. 2008; Powley et al. 2009). Afin  d’étendre  la  compréhension  de  ces  mécanismes,  nous  nous  sommes  intéressés  à  la régulation  du  gène  de  réponse  précoce  rhoB,  sous  UV.  RhoB  joue  un  rôle  essentiel  dans  la réponse  des  kératinocytes  aux  UV,  en  les  protégeant  de  l’apoptose  induite  par  les  UV (Canguilhem  et  al.  2005).  Son  rôle  est  donc  important  dans  le  maintien  de  l’intégrité  de l’épiderme,  pour  que  la  peau  puisse  jouer  son  rôle  de  barrière,  vis‐à‐vis  des  agressions environnementales, telles que les irradiations aux UV. L’expression de RhoB est induite sous UV et résulte d’une augmentation de l’activité de son promoteur mais aussi d’une augmentation de la stabilité de son ARNm (Fritz et al. 1997; Fritz et al. 2001a; Canguilhem et al. 2005; Westmark et  al.  2005).  L’ARNm  de  rhoB  présente  plusieurs  caractéristiques  intéressantes :  il  s’agit  d’un gène  sans  intron,  codant  un  ARNm  avec  une  longue  région  3’UTR  d’environ  1,4  kb,  très conservée entre les différentes espèces (Westmark et al. 2005). Cette région est un élément de réponse aux  facteurs de  croissance et  au  cisplatine  (Malcolm et  al.  2003). Des articles  récents mettent en évidence que plusieurs facteurs post‐transcriptionnels, tels que la protéine de liaison aux ARNm, HuR, et deux miARN miR‐21 et miR‐223 peuvent  interagir avec  la région 3’UTR de 
rhoB pour réguler son expression (Westmark et al. 2005 ; Connolly, E. C. et al. 2010 ; Sun et al. 2010) (Figure 23).  
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  tgagggccgc gcccgtcgcg cctgcccctg ccggcacggc 
       38 tccccctcct ggaccagtcc cccgcgagcc cggagaaggg gagacccgtg tcccacaagg 
       98 accccaccgg cctgcctggc atctgtctgc tgacgcctct ggcttgcgcc aggacttggc 
      158 gtgggcaccg ggcgccccca tcccagtgtc tgtgtgcgtc cagctgtgtt gcacaggcct 
      218 gggctcccca ctgagtgcca agggtcccct gagcatgctt ttctgaagag ccgggcctca 
      278 gagtgtgtgg ctgtgtgtct gttcgactcc cctcgcccca ttttcacccc acccccgcct 
      338 ctgatccccg ggggcgagat tggcgcggga gtgtggccgc gccccatcag atgttcgccc 
      398 ttcaccagcg ggagcttgat atcccttgtc tgtaacatag accccgggta ctgcgggagg 
      458 ggagggctgc tggggaggat ggggggatgt tatataaata tagatataat tttattttcg 
      518 gagctaagat ggtgttattt aagggtggtg atgggtgagc gctctggccc aggctgggcc 
      578 agactcccgc ccaagcatga acaggacttg accatctttc caacccctgg ggaagacatt 
      638 tgcaactgac ttggggagga cacagcttca gcacagcctc tcctgcgggc cagcccgctg 
      698 cgaaccctcc accagctacc ggagggagga gggaggatgc gctgtggggt tgtttttgcc 
      758 ataagcgaac tttgtgcctg tcctagaagt gaaaattgtt cagtccaaga aactgatgtt 
      818 atttgattta tttaaaggct aaaatttgtt tttttattct ttgcacaatt gtttcattgt 
      878 ttgacactta atgcactcgt catttgcata cgacagtagc attctgacca cacttgtacg 
      938 ctgtaacctc atctacttct gatgttttta aaaaatgact tttaacaagg agagggaaaa 
      998 gaaacccact aaattttgct ttgtttcctt gaagaatgtg gcaacactgt tttgtgattt 
     1058 tatttgtgca ggtcatgcac acagttttga taaagggcag taacaagtat tggggcctat 
     1118 tttttttttt tccacaaggc attctctaaa gctatgtgaa attttctctg cacctctgta 
     1178 cagagaatac acctgcccct gtatatcctt ttttcccctc ccctccctcc cagtggtact 
     1238 tctactaaat tgttgtcttg ttttttattt tttaaataaa ctgacaaatg acaaaatggt 
     1298 gagcttatga tgtttacata aaagttctat aagctgtgta tacagttttt tatgtaaaat 
     1358 attaaaagac tatgatgatg acattta 
miR‐939 
miR‐362 miR‐466g 
miR‐19a/b 
miR‐223 miR‐30 a/b/c/d/e  miR‐21 
miR‐183 
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Figure 23 : Région 3’UTR de rhoB. (En haut) Représentation schématique de la structure du gène rhoB. 
RhoB est un gène sans intron contenant une longue région 3’UTR de plus de 1300pb. Les sites putatifs de fixation de miARN identifiés par des  logiciels bioinformatiques sont représentés par des traits verticaux noirs,  les  sites  de  fixation  de  miR‐223  et  miR‐21,  validés  par  de  récentes  publications  (Sun,  2010 ; Connolly,  2010),  sont  indiqués  par  des  traits  verticaux  roses.  Le  site  de  fixation  canonique  de  HuR, idéntifié par l’étude de Westmark (Westmark,2005), est représenté par un trait vertical jaune et les autres séquences ARE ou riches en T, sur lesquelles HuR pourrait potentiellement se fixer, sont représentées par des traits verticaux rouges. (En bas) Détails de la séquence codant la région 3’UTR de rhoB. Les séquences en rouge correspondent aux séquences conservées entre au moins cinq espèces différentes. La séquence surlignée  en  jaune  correspond  au  site  de  fixation  canonique  de  HuR  identifié  par  Westmark.  Les séquences surlignées en rose sont des séquences contenant le motif AUUUA ou contenant un alignement de T  (>5),  sur  lesquelles HuR pourrait potentiellement venir se  lier. Les autres séquences surlignées en gris  sont  d’autres  séquences  ARE  ou  riches  en  T  sur  lesquelles  des  RBP  pourraient  venir  se  fixer.  Les séquences  des  miARN  identifiées  par  le  logiciel  miRBase  sont  encadrées  par  un  rectangle  noir,  celles identifiées  par  le  logiciel  TargetScan  sont  encadrées  en  bleu.  Les  séquences  de miRNA prédites  par  les deux logiciels sont entourées en vert.    Les objectifs de notre étude ont été les suivants :  (i) Déterminer l’efficacité de la traduction de l’ARNm de rhoB sous UV, dans des conditions, où la traduction générale des ARNm est inhibée (ii)  Etudier  l’implication  de  la  région  3’UTR de  rhoB dans  la  régulation  traductionnelle  de 
rhoB sous UV (iii)  Déterminer  si  la  régulation  traductionnelle  de  rhoB  sous  UV met  en  jeu  la  liaison  de miARN  au  niveau  de  sa  région  3’UTR  et  identifier  la  séquence  cis  régulatrice,  intervenant dans la régulation traductionnelle de rhoB sous UV  (iv)  Identifier  et  comprendre  comment  les  facteurs  participent  à  la  régulation traductionnelle de rhoB sous UV  (v) Etudier la conséquence fonctionnelle sur l’apoptose de la régulation de la traduction de 
rhoB sous UV, par les facteurs trans identifiés   Dans les paragraphes suivants seront présentés, tout d’abord quelques données de la littérature concernant le gène rhoB afin de situer le contexte de l’étude, puis les stratégies expérimentales choisies  pour  répondre  aux  différentes  questions  scientifiques.  Enfin  nous  présenterons  les résultats obtenus pour cette étude.        
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II. Contexte de l’étude  La  protéine  RhoB  appartient  à  la  superfamille  des  GTPases  monomériques  Ras.  Cette superfamille est divisée en plusieurs familles dont la famille des protéines Rho qui contient 20 membres,  répertoriés  en  5  sous‐familles  selon  des  critères  d’homologies  de  séquences  et  de fonctions, parmi lesquelles se trouve la sous‐famille des protéines Rho, comprenant RhoA, RhoB et RhoC (Boureux et al. 2007). Comme les autres membres de cette famille, RhoB joue un rôle de commutateur moléculaire dans la transmission des signaux intra‐cellulaires, contrôlant ainsi de nombreux processus biologiques. RhoB se présente sous deux  formes : une  forme  inactive  liée au GDP et une forme active liée au GTP, conformation dans laquelle RhoB est capable d’interagir avec  ses effecteurs pour déclencher différentes voies de  signalisation  intracellulaire.  Son cycle d’activation/inactivation  va  être  régulé  par  trois  types  de  protéines  régulatrices :  les  GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor), les GAP (GTPase Activating Protein) et les GDI (Guanine nucléotide  Dissociating  Inhibitors)(Prendergast  2001)  (Figure  24).  De  par  son  rôle  dans  la transmission  des  signaux  intracellulaires,  la  protéine  RhoB  est  impliquée  dans  de  nombreux processus cellulaires tels que la formation des fibres de stress d’actine,  le trafic endocytaire,  le contrôle de la phase G1 du cycle cellulaire, la transcription, ainsi que dans l’adhérence cellulaire et  la  migration.  Nous  présenterons  dans  les  paragraphes  suivants  la  structure  et  les modifications  post‐traductionnelles  de  RhoB  qui  pourraient  être  impliquées  dans  les  rôles différentiels  de RhoB,  liés  à  sa  localisation  cellulaire. Nous  ne  détaillerons  pas  l’ensemble  des fonctions de RhoB, citées précédemment, mais nous exposerons plus précisément les deux rôles de RhoB qui présentent un  intérêt particulier pour notre étude :  l’implication de RhoB dans  la réponse au stress cellulaire, ainsi que dans l’oncogenèse. Enfin, la structure du gène rhoB, ainsi que  les différentes  connaissances  concernant  la  régulation de  son  expression  seront  abordées dans le dernier paragraphe.   
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Figure 24 : Cycle d’activation de  la protéine RhoB. La protéine RhoB se présente  sous deux  formes : une forme inactive liée au GDP (bleu) et une forme active liée au GTP(rose), qui peut alors interagir avec des effecteurs. Ce mécanisme d’activation/ inactivation est régulé par trois types de protéines (gris clair) : Les GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) qui catalysent l’échange du GDP en GTP, Les GAP (GTPase Activating protein) qui stimulent l’activité GTPasique intrinsèque permettant le retour à la forme inactive et les GDI (Guanine nucléotide Dissociating Inhibitors) qui séquestrent dans le cytosol les protéines Rho et limitent leur activation par les GEFs (d’après Prendergast, 2001).  
II.1. Structure de la petite – GTPase RhoB et ses conséquences sur sa localisation  La petite GTPase RhoB est une protéine de 196 acides aminés qui présente respectivement 83% et  85 % d’homologie  au niveau de  sa  séquence primaire  avec RhoA et RhoC,  la  région  la  plus variable  étant  l’extrémité C‐terminale  (Figure 25).  Sa  séquence du  coté N‐terminal  contient  la majorité des acides aminés  impliqués dans  la  liaison et  l’hydrolyse du GTP. Les acides aminés essentiels  pour  la  fonction  catalytique  sont  Gly  14,  Thr  19,  Phe  30  et  Gln  63  (Figure  25(i), rectangle bleu) et sont conservés entre les trois isoformes des Rho. Les domaines « switch 1 » et « switch2 » (Figure 25 (i), rectangle rose) subissent un changement de conformation important selon la nature du nucléotide lié à la protéine, lui permettant ainsi d’interagir avec les effecteurs (Soundararajan  et  al.  2008). Quelques  variations  de  séquence  entre RhoA, RhoB  et RhoC  sont retrouvées au niveau d’une « boucle d’insert » (Figure 25 (i), rectangle rouge), une hélice située entre les acides aminés 123 et 136. Cet élément de structure est caractéristique de la famille des Rho mais n’est pas retrouvé au niveau de la séquence des membres de la superfamille des Ras GTPase. Aucun effecteur interagissant avec cette région n’a été identifié, pourtant la délétion de cette  région  influence  la  stabilité  et  le  pouvoir  transformant  de  RhoA.  C’est  pourquoi  il  est 
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envisagé que les différences de séquences entre les trois protéines Rho au niveau de cette boucle d’insert  permettent  des  interactions  différentes  avec  des  régulateurs  spécifiques  de  chaque isoforme.  La  région  C‐terminale  est  appelée  « région  hypervariable »,  car  l’essentiel  des différences de séquence primaire entre les protéines Rho est localisé au niveau de cette région de 25 acides aminés (Figure 25 (i), rectangle gris)(Wheeler et al. 2004). Cette région joue un rôle essentiel  dans  la  localisation  de  RhoB.  RhoB  subit  différentes  modifications  post‐traductionnelles,  initiées  par  une  étape  d’isoprénylation.  L’isoprénylation  consiste  au  greffage covalent  d’un  lipide  isoprénique  insaturé,  le  farnesyl  ou  le  géranylgéranyl,  sur  une  cystéine située en position  carboxy‐terminale du motif  consensus CAAX  (C pour  cystéine, A pour acide aminé  aliphatique,  X  acide  aminé  quelconque)  (Figure  25(i),  rectangle  vert),  localisé  à l’extrémité C‐terminale de la protéine. Les trois derniers acides aminés (‐AAX) subissent ensuite un  remodelage  protéolytique  et  la  cystéine  terminale  est  méthylée.  Contrairement  à  RhoA  et RhoC  qui  sont  uniquement  geranylgéranylées,  RhoB  peut  être  prénylée  avec  un  groupement farnesyl  de  15  carbones  ou  avec  un  groupement  géranylgéranyl  de  20  carbones  (Baron  et  al. 2000).  Cette  différence  a  un  impact  sur  sa  localisation,  qui  est  majoritaire  au  niveau  de  la membrane  plasmique,  des  endosomes  tardifs  et  des  lysosomes,  alors  que  RhoA  et  RhoC  sont retrouvées  dans  le  cytosol  sous  leur  forme  inactive  liée  au GDP  ou  à  la membrane  plasmique lorsqu’elles sont activées (Adamson et al. 1992; Michaelson et al. 2001). Cependant, quand RhoB est  exclusivement  géranylgéranylée  (Rho‐GG)  par  l’utilisation  d’un  inhibiteur  de farnesyltransférase  ou  par  mutation  de  son  domaine  C‐terminal,  sa  localisation  est  alors préférentiellement vésiculaire. A l’inverse un mutant de RhoB exclusivement farnésylé (RhoB‐F) est localisé principalement au niveau de la membrane plasmique (Wherlock et al. 2004; Milia et al.  2005).  La  nature  de  l’isoprényl  de  RhoB  conditionne  donc  sa  localisation,  mais  aussi  son interaction avec certaines protéines et sa dégradation (Perez‐Sala et al. 2009) ; (Stamatakis et al. 2002; Valero et al. 2010) et pourrait être à l’origine des différences fonctionnelles entre RhoB‐GG et RhoB‐F.  RhoB peut également être palmitoylée (addition réversible d’un acide palmitique par  thioestérification  sur un  résidu  cystéine)  au niveau de deux  résidus  cystéines  (Cys 189 et Cys  192).  Cette modification  post‐traductionnelle  de  RhoB  influence  aussi  sa  localisation,  ses fonctions  cellulaires et  sa dégradation  (Michaelson et  al.  2001; Wang, D. A.  et  al.  2005; Perez‐Sala et al. 2009; Valero et al. 2010). Enfin la fonction de RhoB peut également être modifiée par sa phosphorylation sur sa sérine 185 par la Caseine Kinase 1 (Tillement et al. 2008).     
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Figure 25 : Schéma représentant  la structure de  la petite GTPase RhoB.  (i)La  liaison du GTP ou du GDP (bleu) entraîne des modifications de conformation au niveau des domaines Switch 1et 2 (rose), qui vont influencer la liaison des effecteurs ou des protéines régulatrices. Les résidus essentiels pour la liaison des  effecteurs  sont  indiqués  en  violet.  La  région  C‐terminale,  constituée  d’une  région  appelée hypervariable (gris) pour les protéines Rho et de la séquence CAAX (vert), joue un rôle important pour la localisation de RhoB au niveau des différents compartiments cellulaires. Le domaine d’ « insert » des Rho (rouge)  est  le motif  structural  qui  permet  de  distinguer  les  protéines  Rho  des  autres  petites  GTPases. (ii)La séquence protéique de RhoB humain utilisée correspond au numéro d’accession CAA 29968‐1 (Gen Bank ; NCBI). RhoB présente respectivement 83 et 85 % d’homologie avec RhoA et RhoC. Les nucléotides en  rouges  correspondent  à  des  différences  de  nucléotides  entre  les  séquences  de  RhoA,  RhoB,  RhoC (d’après Wennerberg, 2004 et Wheeler, 2004).  
II.2. Rôle de RhoB dans la réponse au stress cellulaire  RhoB  présente  des  caractéristiques  de  gènes  de  réponse  précoce  au  stress.  En  effet, contrairement à RhoA et RhoC dont l’expression est constitutive, la protéine RhoB possède une demi‐vie  courte  (1  à 2 h),  et  son  expression  est  induite par des  facteurs de  croissance,  et  des stress génotoxiques (Jahner et al. 1991; Fritz et al. 1995; Fritz and Kaina 1997). L’implication de RhoB dans  la  réponse au  stress  cellulaire  est  complexe. En effet, RhoB permet de  contrôler  la balance des mécanismes de survie et de mort cellulaire, mais sa fonction est très dépendante du contexte cellulaire.  
II.2.1. Implication de RhoB dans la réponse aux chimiotoxiques  Plusieurs études montrent que RhoB participe à une réponse cellulaire aux dommages à  l’ADN en  sensibilisant  les  cellules  transformées  à  la  mort  cellulaire  programmée,  aussi  appelée apoptose, causée par des agents alkylants ou certaines drogues cytotoxiques (Fritz et al. 2000; Liu, Ax et al. 2001). En effet,  les études de Liu montrent que les fibroblastes embryonnaires de souris MEF rhoB ‐/‐, transformés par l’adénovirus E1A muté pour ras, résistent à l’arrêt du cycle 
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cellulaire en G2/M et à  l’apoptose  induite par  la doxorubicine. Cependant,  il est  intéressant de noter que, dans cette même étude, la délétion de rhoB dans des fibroblastes primaires normaux n’a pas d’effet sur l’arrêt du cycle cellulaire suite à des dommages à l’ADN (Liu, Ax et al. 2001). Cela  suggère  que  l’effet  de  RhoB  dans  la  réponse  aux  dommages  à  l’ADN  est  dépendant  du contexte  tumoral.  L’idée que RhoB  sensibilise  les  cellules  tumorales  aux drogues  cytotoxiques est confortée par de récents travaux qui montrent que l’expression de RhoB est diminuée dans des  cellules  de  carcinome  humain  laryngé  résistantes  au  cisplatine  et  que  la  réexpression  de RhoB  dans  ces  cellules  augmente  la  mort  cellulaire  des  cellules  en  réponse  au  cisplatine (Cimbora‐Zovko et al. 2010). RhoB joue également un rôle crucial dans la réponse apoptotique induite par des inhibiteurs de farnesyltransférase (FTI) ou par le taxol (Du et al. 1999; Liu, A. et al. 2000a; Liu, A. et al. 2000b; Liu, Ax et al. 2001). L’effet des FTI est corrélé à une augmentation de la forme géranylgéranylée de RhoB et à une modification de sa localisation cellulaire, qui est nécessaire  pour  l’effet  apoptotique  et  antinéoplasique  des  FTI  in  vitro  et  in  vivo  (Liu,  A.  et  al. 2000a). RhoB est également capable de sensibiliser les cellules NIH‐3T3 transformées par H‐Ras au 5‐Fu (5‐Fluoro‐uracile) (Jiang et al. 2004a). Les résultats du laboratoire suggèrent que seule la forme géranylgéranylée permet de bloquer l’activation des voies de survie dépendantes d’Akt et de NFκB (Mazieres et al. 2005). Le rôle de RhoB dans la réponse au stress cellulaire peut être expliqué en partie par son implication dans la régulation de NFκB, un facteur de transcription, impliqué  dans  la  transcription  de  gènes  anti‐apoptotiques  suite  à  divers  stimuli.  En  effet,  les études  de  Fritz montrent  que RhoB  inhibe  l’activation  de NFκB  suite  à  un  traitement  par  des agents alkylants dans des fibroblastes murins, en empêchant la dégradation  d’IkBα , un protéine qui inhibe le facteur NFκB en le séquestrant dans le cytoplasme  (Fritz et al. 2001b). L’ensemble de  ces  résultats  confère  à  RhoB  un  rôle  significatif  dans  la  réponse  des  cellules  tumorales  à l’arsenal thérapeutique anticancéreux, que sont, outre les inhibiteurs de prényltransférases, les agents génotoxiques et les poisons des microtubules.  
II.2.2. Implication de RhoB dans la réponse aux UV 
 L’expression  de  rhoB  est  également  induite  par  des  rayonnements  UV  (Fritz  et  al.  1995; Canguilhem  et  al.  2005;  Westmark  et  al.  2005).  Mais  le  rôle  de  RhoB  dans  les  mécanismes cellulaires  en  réponse  aux  UV  est  l’inverse  de  celui  qu’il  exerce  lors  d’un  traitement chimiotoxique. En effet, les résultats de Fritz, obtenus sur des cellules NIH‐3T3 surexprimant la protéine  RhoB,  lui  confèrent  plutôt  un  rôle  dans  la  résistance  à  l’apoptose  induite  par  les  UV (Fritz and Kaina 2000). Cela est confirmé par les travaux de Canguilhem qui mettent en évidence que  RhoB  protège  les  cellules  de  kératinocytes  humains  immortalisées  (HaCat)  de  l’apoptose déclenchée par les UVB. La régulation de RhoB après exposition aux UV nécessite deux étapes : 
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une  activation  précoce  de  la  forme  RhoB  liée  au  GTP  qui  est  indépendante  de  la  voie  de signalisation de l’ EGFR, puis une induction plus tardive de l’expression de RhoB dépendante de la  voie  EGFR.  Cette  étude  montre  également  que  le  rôle  protecteur  de  RhoB  sur  l’apoptose induite par les UV, implique une boucle de régulation entre EGFR, RhoB et la voie de survie Akt (Canguilhem et al. 2005).  
II.2.3. Implication de RhoB dans la réponse aux radiations ionisantes et à l’hypoxie  Les  résultats  de  plusieurs  études  concernant  le  rôle  de  RhoB  dans  l’apoptose  induite  par  des radiations ionisantes peuvent apparaître contradictoires. Certaines de ces divergences peuvent être expliquées par l’utilisation de types cellulaires différents, ainsi que par les rôles différents attribués aux modifications post‐traductionnelles de la protéine RhoB. La première étude effectuée par l’équipe de Prendergast suggère l’implication de RhoB dans la sensibilité  aux  irradiations  ionisantes  de  fibroblastes  embryonnaires  murins  transformés  par l’adénovirus EIA et par l’oncogène H‐Ras. Les fibroblastes transformés rhoB ‐/‐ sont en effet plus résistants  à  l’apoptose  induite  par  les  radiations  ionisantes  que  les  cellules  rhoB  ‐/+.  Ce phénotype est réversé par la réexpression ectopique de RhoB dans les cellules rhoB ‐/‐ (Liu, Ax et al. 2001). Une étude plus récente est en accord avec ce résultat et montre que l’augmentation de l’expression de RhoB, dépendante de c­jun en réponse à des radiations ionisantes, participe à l’apoptose  induite  par  des  rayonnements  ionisants  dans  des  cellules  Jurkat  (Kim,  C.  H.  et  al. 2010). Pourtant, des travaux menés au sein du laboratoire montrent que la petite GTPase RhoB est impliquée dans la radiorésistance cellulaire induite par l’isoforme 24 kda de FGF2 dans des cellules Hela (Ader et al. 2002). Cet effet a été confirmé sur d’autres lignées cellulaires telles que les NIH‐3T3  et  les  cellules  de  gioblastome humain U87  (Delmas  et  al.  2002; Ader  et  al.  2003; Milia  et  al.  2005).  La  surexpression  de  RhoB  dans  des  lignées  radiosensibles  induit  une augmentation de  la survie après  irradiation. Cet effet  implique  la  forme  farnésylée de RhoB et n’est pas dû à la régulation des mécanismes de réparation des cassures radio‐induites de l’ADN, mais à une diminution de  la mort post‐mitotique via une prolongation de  l’arrêt en G2/M et à l’inhibition de la sur‐duplication des centrosomes (Milia et al. 2005). De plus, dans un modèle de glioblastome humain radiorésistant U87,  l’inhibition de RhoB induit une radiosensibilisation  in 
vitro  et  in  vivo  en  régulant  à  la  fois  des mécanismes  de  survie  cellulaire, mais  aussi  le micro‐environnement  tumoral  (Ader  et  al.  2003).  En  effet,  RhoB  joue  un  rôle  sur  l’angiogénèse  en modulant l’expression et l’activité de la metalloproteinase matricielle 2 (MMP‐2) et contribue à la réponse hypoxique des cellules tumorales en contrôlant la dégradation par le protéasome de HiF‐1  (Ader  et  al.  2003) ;  (Skuli  et  al.  2006).  Plus  récemment,  les  travaux  du  laboratoire  ont 
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permis d’identifier une nouvelle voie contrôlant la radiorésistance des cellules gliales, activée à la membrane par  les  intégrines  Iαβ3 et  Iαβ5 via  la  kinase  régulant les  intégrines  ILK et RhoB (Monferran et al. 2008). 
II.3. Rôle de RhoB dans l’oncogenèse  Le  rôle  exact  de  RhoB  dans  l’oncogenèse  a  été  l’objet  de  controverses.  Si  initialement  les premiers  travaux  publiés  lui  attribuaient  un  rôle  positif  sur  la  transformation  cellulaire (Prendergast  et  al.  1995;  Lebowitz  et  al.  1997b),  depuis,  plusieurs  études  s’accordent  sur  son rôle suppresseur de tumeurs. Le  rôle  de  RhoB  s’est  étayé  avec  l’étude  de  l’effet  antitransformant  des  inhibiteurs  de farnésyltransférase (FTI). L’équipe de Prendergast a proposé un modèle selon lequel l’effet des FTI  s’explique  en  partie  par  une  diminution  de  la  forme  RhoB‐F,  responsable  de  l’effet transformant,  associée  à  une  augmentation  de  la  forme  RhoB‐GG  aux  propriétés  anti‐transformantes. Cette modification de la balance RhoB‐F/RhoB‐GG serait à l’origine de l’effet des FTI, notamment sur l’inhibition de la prolifération tumorale et sur l’apoptose observées  in vivo 
et in vitro (Lebowitz et al. 1997a; Du and Prendergast 1999; Liu, A. et al. 2000a; Zeng, P. Y. et al. 2003). Des  travaux menés au  sein du  laboratoire ont montré que  l’expression d’un mutant de RhoB  exclusivement  farnésylé,  potentialise  la  transformation  cellulaire  des  cellules  NIH‐3T3 transformées  par  l’oncogène  H‐Ras,  alors  que  l’expression  d’un  mutant  exclusivement géranylgéranylé  (RhoB‐GG),  de  la  même manière  que  RhoB  sauvage,  l’inhibe  (Mazieres  et  al. 2005). Cette différence d’effet entre les deux formes prénylées de RhoB n’est pas retrouvée sur des cellules NIH‐3T3 non  transformées. Cependant,  l’importance de  la  forme géranylgéranylée de RhoB dans l’effet négatif de RhoB sur la transformation tumorale, n’est pas encore clairement élucidée.  En  effet,  l’expression  constitutive  des  formes  aussi  bien  farnésylées  que géranylgéranylées  de  RhoB  dans  différentes  lignées  tumorales  humaines  (adénocarcinome pancréatique,  pulmonaire,  ostéosarcome…)  réverse  leur  phénotype  transformé,  favorise l’apoptose et ceci de manière indépendante du statut de Ras (Chen, Z. et al. 2000; Mazieres et al. 2004). En revanche, le rôle négatif de RhoB sur la progression tumorale semble maintenant établi. Cette propriété  de  RhoB  a  été  corroborée  par  plusieurs  études  montrant  in  vivo  et  in  vitro  que  la surexpression de RhoB inhibe la croissance des tumeurs et la formation de métastases (Chen, Z. et al. 2000; Jiang et al. 2004a; Jiang et al. 2004b; Couderc et al. 2008). De plus, la délétion du gène 
rhoB  dans  des  cellules  transformées  augmente  leur  agressivité  et  leur  capacité  à  former  des tumeurs  lorsqu’elles  sont  injectées  chez  la  souris.  Des  souris  invalidées  pour  le  gène  rhoB présentent alors une susceptibilité accrue au développement de tumeurs chimio‐induites (Jiang et  al.  2004b).  Des  études  plus  récentes  ont  permis  de  préciser  le  rôle  de  RhoB  dans  la 
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progression tumorale en mettant en évidence une implication de RhoB plus importante dans les processus  de migration  et  d’invasion  que  dans  l’étape  de  l’initiation  tumorale  (Baldwin  et  al. 2008; Bousquet et al. 2009; Connolly, E. C. et al. 2010 ; Zhou, J. et al. 2010). Enfin l’implication de RhoB dans  l’oncogenèse est confortée par plusieurs études retrouvant une sous‐expression de RhoB  dans  un  certain  nombre  de  cancers,  notamment  dans  les  cancers  pulmonaires  où  cette perte  d’expression  est  proportionnelle  au  stade  d’avancement  de  la  maladie  (Mazieres  et  al. 2004; Sato et al. 2007), mais aussi dans  les cancers de  la sphère ORL (Adnane et al. 2002),  les glioblastomes (Forget et al. 2002) et les cancers gastriques (Zhou, J. et al. 2010). Les travaux de Huang établissent un lien entre RhoB et le puissant oncogène c‐MYC. En effet, RhoB favorise la dégradation de la protéine c‐MYC. Ainsi les auteurs suggèrent que la perte d’expression de RhoB, observée  dans  différentes  tumeurs,  potentialise  les  propriétés  oncogéniques  de  c‐MYC  en limitant sa dégradation (Huang, M. et al. 2006). Le  rôle  de  RhoB  dans  l’oncogenèse  semble  passer  par  la  régulation  de  voies  de  signalisation  impliquées  dans  les  processus  de  prolifération  et  de  survie  cellulaire.  Certaines  études  établissent un  lien entre RhoB et  la kinase Akt. En effet, RhoB antagonise  le voie oncogénique Ras/PI3K/Akt dans des plusieurs lignées tumorales humaines (Chen, Z. et al. 2000) ; Bousquet et al. 2009), ainsi que dans des  fibroblastes embryonnaires de souris  (NIH‐3T3)  transformés par Ras  (Mazieres  et  al.  2005).  La  régulation  d’Akt  par  RhoB  pourrait  être  impliquée  dans  la régulation  de  l’apoptose  via  NFκB    ou  de  l’invasion  par  la  régulation  de  MMP2  (Jiang  et  al. 2004b). Une autre étude montre aussi  l’implication de  la kinase ERK en aval de RhoB dans  les cellules d’adenocarcinome pancréatique (Chen, Z. et al. 2000; Mazieres et al. 2004) Enfin,  il n’est pas exclu que  l’implication de RhoB dans  l’oncogenèse  soit  la  conséquence de  la séquestration d’effecteurs de RhoA ou RhoC. En effet,  de nombreux    effecteurs  sont  communs aux trois protéines Rho. En entrant en compétition avec ses homologues, RhoB pourrait atténuer les voies de signalisation oncogéniques activées par RhoA et RhoC (van Golen et al. 2002; Zeng, P. Y. et al. 2003; Jiang et al. 2004b).  
II.4. Régulation de l’expression de RhoB  
II.4.1. Présentation de la structure du gène rhoB  
 Le gène rhoB humain est situé sur le chromosome 2 (2p24) (Cannizzaro et al. 1990). Sa région codante présente la particularité d’être dépourvue de séquence intronique. Sa région promotrice proximale présente 97% d’homologie de séquence avec la souris et le rat et est caractérisée par deux  boîtes  CCATT  et  deux  boîtes  TATA.  Plusieurs  sites  de  liaison  putatifs  de  facteurs  de transcription ont été identifiés par des analyses bioinformatiques, tels que NF‐Y, AP2, AP4, SP1, 
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NFκB et PPAR (Fritz and Kaina 1997; Malcolm et al. 2003; Tovar et al. 2003). Ce gène permet la transcription  d’un  ARNm  présentant  une  très  longue  région  3’UTR  de  1,4kb,  très  conservée entre  les espèces,  contenant de nombreuses  séquences ARE (Westmark et al. 2005). Plusieurs facteurs trans se fixant au niveau de cette région ont été identifiés tels que la protéine de liaison aux ARNm HuR, et deux miARN, miR‐21 et miR‐223 (Westmark et al. 2005; Connolly, E. C. et al. 2010 ; Sun et al. 2010).  
II.4.2. Régulation de l’expression de RhoB en réponse à des stress cellulaires  Nous  avons  vu  précédemment  que  rhoB  est  un  gène  de  réponse  précoce  au  stress,  dont l’expression est induite par des agents endommageant l’ADN ou par des facteurs de croissance. Cette  induction  peut  être  la  conséquence  d’une  régulation  transcriptionnelle.  En  effet,  une augmentation de l’activité du promoteur de rhoB a été observée sous UV (Fritz and Kaina 1997; Fritz and Kaina 2001a; Canguilhem et al. 2005). Des expériences de délétions et de mutations des séquences promotrices ont permis d’identifier une région minimale de 0,7kb responsable de cette induction, contenant une boîte CCATT, sur laquelle un complexe de transcription contenant les  facteurs  NF‐YA  et  ATF‐2  peut  interagir  (Fritz  and  Kaina  1997;  Fritz  and  Kaina  2001a). L’induction transcriptionnelle de rhoB sous UV est indépendante des voies de signalisation JNK, ERK  et  de  P38,  mais  implique  l’activation  de  EGFR  (Fritz  and  Kaina  1997;  Canguilhem  et  al. 2005). Par ailleurs, des chimiotoxiques peuvent également augmenter  la  transcription de rhoB (Jiang et al. 2004b; Kim, B. K. et al. 2010 ; Kim, D. M. et al. 2010). Par exemple, un traitement par du  diarylsulfonylurée,  un  agent  anticancéreux  en  essai  clinique,  augmente  l’activité  du promoteur  de  rhoB  par  un  mécanisme  épigénétique  mettant  en  jeu  l’histone  désacétylase HDAC1. Cet effet est dépendant de la voie de signalisation JNK (Kim, D. M. et al. 2010). De même une  étude  met  en  évidence  que  le  traitement  par  du  FTI  ou  du  GGTI  (inhibiteur  de Géranygéranyltransférase)  induit  également  une  acétylation  des  histones  au  niveau  des séquences du promoteur de rhoB et permet ainsi d’augmenter la transcription de rhoB (Delarue et  al.  2007).    L’expression  de  rhoB  est  également  augmentée  par  des  facteurs  de  croissance. Plusieurs études ont observé une augmentation de la quantité d’ARNm rhoB par des facteurs de croissance  tels  que  EGF,  PDGF,  TNFβ,  qui  est  inhibée  par  l’ajout  de  l’actinomycine  D,  un inhibiteur  de  la  transcription,  suggérant  une  régulation  transcriptionelle  de  rhoB    par  ces facteurs de croissance (Jahner and Hunter 1991; de Cremoux et al. 1994; Nakamura et al. 1996). Cependant, aucune expérience évaluant l’activité réelle du promoteur n’ont  été réalisée dans ces études.  Des  travaux  récents  ont  confirmé  une  régulation  transcriptionnelle  du  gène  rhoB  lors d’un traitement par du TNFβ (Vardouli et al. 2008; Vasilaki et al. 2010). TNFβ permet, en effet, d’activer la voie de signalisation MEK‐ERK, qui est requise pour le recrutement du cofacteur de 
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transcription,  smad3  au  niveau  d’une  séquence  du  promoteur  de  rhoB,  proche  de  la  boîte CCAAT, connue pour lier le facteur de transcription NF‐Y (Vasilaki et al. 2010). En revanche, les travaux  de  Malcom  ont  montré  que  l’augmentation  de  l’expression  de  RhoB  suite  à  une stimulation en sérum ou à l’EGF n’est pas la conséquence d’une augmentation de l’activité de son promoteur,  mais  résulte  d’une  stabilisation  de  son  ARNm  mettant  en  jeu  des  éléments  de réponse  situés  dans  sa  région  3’UTR  (Malcolm  et  al.  2003).  Ces  travaux  permettent  donc  de mettre  en  évidence  que  des  mécanismes  post­trancriptionnels  peuvent  également  réguler l’expression de rhoB. Une autre étude reporte que la dexaméthasone, un glucocorticoïde, induit une augmentation à la fois de la quantité de protéine RhoB mais aussi de son ARNm. Pourtant, des essais  rapporteurs montrent que cette  induction est  indépendante d’une augmentation de l’activité  du  promoteur  de  rhoB,  ce  qui  suggère  que  la  régulation  de  l’expression  de  rhoB  en réponse  à  la  dexaméthasone,  implique  probablement  des  mécanismes  post‐transcriptionnels (Chen, Y. X. et al. 2006). 
Enfin, la stabilité de la protéine RhoB est également régulée. On observe une accumulation de  la protéine RhoB  lors d’un  traitement par du TNFβ,  qui  est  en partie  la  conséquence d’une inhibition de son ubiquitination et de sa dégradation par le protéasome (Engel et al. 1998).  
II.4.3. Régulation de l’expression de RhoB dans les tumeurs  Les  premières  études  ayant  pour  objectif  d’expliquer  la  diminution  de  l’expression  de  RhoB observée  dans  différentes  tumeurs,  se  sont  orientées  vers  la  recherche  de  délétions  ou  de mutations au niveau du gène rhoB. Mais aucune altération de ce type n’a été mise en évidence dans  les différentes  tumeurs humaines analysées  (Adnane et  al.  2002; Fritz  et  al.  2002).  Il  est important cependant de noter que ces analyses se sont limitées à l’étude des séquences codantes de  l’ORF  du  gène  rhoB.  Plus  récemment,  l’équipe  de  Sato  a  mis  en  évidence  une  perte d’hétérozygotie  au  niveau  du  locus  de  rhoB  dans  25  sur  62  tumeurs  examinées,  mais  la corrélation  entre  la  perte  d’hétérozygotie  et  la  diminution  de  l’expression  de  rhoB  dans  ces tumeurs n’a pas été analysée (Sato et al. 2007).  Des  travaux  réalisés  sur  des  lignées  cellulaires  tumorales  suggèrent  que  des  mécanismes épigénétiques  peuvent  réguler  l’activité  transcriptionnelle  de  rhoB  (Wang,  S.  et  al.  2003; Mazieres  et  al.  2007;  Sato  et  al.  2007).  En  effet,  l’utilisation  d’inhibiteur  d’HDAC  induit  une réexpression  de  rhoB  dans  plusieurs  lignées  cellulaires,  contrairement  aux  inhibiteurs  de méthyltransférase.  Cela  suggère  que  la  perte  d’expression  de  rhoB  observée  au  niveau  des tumeurs  n’est  pas  liée  à  une  anomalie  de  la  méthylation  de  son  promoteur,  mais  plus probablement  à  des  mécanismes  d’acétylation  des  histones.  Des  travaux  du  laboratoire  ont permis  de  cloner  et  de  caractériser  la  région  promotrice  du  gène  rhoB.  Contrairement  au 
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promoteur murin,  le  promoteur  de  rhoB  possède  une  séquence  de  34‐pb  répétée  en  tandem appelée VNTR  (Variable Number of Tandem Repeats),  qui  réprime  l’activité  transcriptionnelle de rhoB, et qui peut être régulée par des HDAC (Tovar et al. 2003; Mazieres et al. 2007). Cette région est sujette à un polymorphisme caractérisé par un nombre variable de répétitions de la séquence VNTR. Des altérations génétiques des séquences VNTR ont été mises en évidence dans certaines tumeurs humaines mammaires par rapport aux tissus sains correspondants (14 sur 90 soit 15,5% ; résultats non publiés), mais cela ne permet pas d’expliquer en totalité la diminution de l’expression de rhoB observée dans les tumeurs. Par ailleurs, d’autres études suggèrent que l’expression  de  rhoB  peut‐être  régulée  négativement  au  niveau  transcriptionnel  par  certains oncogènes tels que H‐Ras, N‐Ras, K‐Ras, EGFR et ErB2 dans différentes lignées cellulaires (Jiang et  al.  2004a;  Jiang  et  al.  2004b).  L’étude  de  Jiang  a  montré  notamment  que  l’oncogène  Ras diminue l’expression de RhoB, via  l’activation de  la voie PI3K/Akt (Jiang et al. 2004b). Enfin,  il n’est  pas  exclu  que  la  diminution  de  l’expression  de  RhoB  observée  dans  les  tumeurs,  soit  la conséquence  de  régulations  post‐transcriptionnelles.  En  effet,  il  a  récemment  été montré  sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses, que les miARN miR‐21 et miR‐223 se lient sur la région 3’UTR rhoB et inhibent son expression (Connolly, E. C. et al. 2010; Sun et al. 2010). Pour conclure, les mécanismes responsables de la dérégulation de l’expression de RhoB dans les tumeurs ne sont pas encore caractérisés puisque la plupart des hypothèses ne sont basées que sur des études cellulaires.                      
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III. Stratégie expérimentale 
III.1. Etude de l’efficacité de traduction de l’ARNm rhoB sous UV  Le modèle  cellulaire  choisi  pour  cette  étude  est  celui  des kératinocytes humains  immortalisés HaCat,  puisqu’il  s’agit  d’un modèle  de  référence,  déjà  utilisé  pour  étudier  l’effet  de  RhoB  sur l’apoptose induite par les UV (Canguilhem et al. 2005). L’analyse du recrutement des ARNm dans les  polysomes,  nous  a  permis  d’évaluer  l’efficacité  de  la  traduction  de  l’ARNm  rhoB dans  des cellules HaCat, exposées à une dose d’UVC de 60  J/m2. Nous avons comparé  le rapport (P/NP) des ARNm présents dans  les  fractions polysomiques (P) par rapport aux ARNm contenus dans les  fractions non polysomiques (NP), de cellules exposées aux UV par rapport aux cellules non exposées,  pour quatres ARNm différents codant  l’actine , gapdh,  rhoB  et p53.  La quantification des  ARNm  de  chaque  groupe  est  réalisée  par  RT‐qPCR.  Dans  ces  expériences,  p53  est  utilisé comme contrôle positif, puisque sa traduction n’est pas inhibée sous UV (Mazan‐Mamczarz et al. 2003).  Pour vérifier que dans nos conditions expérimentales,  les UV induisent une inhibition générale de la traduction, nous avons étudié la phosphorylation du facteur d’initiation eIF2α, par Western Blot dans des cellules HaCat exposées à des doses croissantes d’UVC.  
III.2. Etude du rôle de la région 3’UTR de rhoB, dans sa régulation traductionnelle 
sous UV  Afin  d’étudier  l’implication  de  la  région  3’UTR  de  rhoB  dans  la  régulation  de  son  expression, nous avons cloné la région 3’UTR de rhoB d’une longueur de 1381 nucléotides en aval du gène luciférase renilla, à partir d’un plasmide commercial pRL‐CMV (Promega). Ce modèle permet de s’affranchir de  la  régulation  transcriptionnelle puisque  le gène  rapporteur  codant  la  luciférase 
renilla est sous le contrôle du promoteur CMV constitutif (d’après Promega). Les variations des activités  luciférases  sont  ainsi  la  conséquence  de  mécanismes  mettant  en  jeu  les  séquences ajoutées en 3’ du gène rapporteur. Les différentes constructions, contenant  le gène rapporteur 
renilla,  (RLuc,  RLuc‐rhoB  3’UTR,  RLuc‐p53  3’UTR)  sont  transfectées  dans  les  cellules  HaCat exposées ou non aux UV. Un plamide  contrôle  contenant  la  luciférase  firefly  est  également  co‐transfecté pour normaliser l’efficacité de transfection. L’efficacité de traduction est mesurée de deux manières différentes : ‐ en  normalisant  les  activités  luciférases,  obtenues  après  la  transfection  de  chacune  des constructions, par la quantité d’ARNm respective de chaque rapporteur. ‐ en calculant le rapport de la distribution polysomique (P/NP) des ARNm de chacun des rapporteurs. 
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Dans ces expériences, la quantification des ARNm est réalisée par RT‐qPCR. La  comparaison  des  efficacités  de  traduction,  mesurées  par  ces  deux  méthodes,  des  cellules exposées aux UV par  rapport aux cellules non exposées, nous a permis de définir  le  rôle de  la région 3’UTR de rhoB dans sa régulation traductionnelle sous UV.  
III.3. Recherche de la séquence cis régulatrice responsable de la régulation 
traductionnelle de rhoB sous UV   Pour  déterminer  la  séquence  cis‐régulatrice  responsable  de  la  régulation  traductionnelle  de 
rhoB  sous  UV,  nous  avons  comparé  les  activités  luciférases,  obtenues  après  transfections  des cellules HaCat exposées ou non aux UV, par différentes constructions contenant des délétions de la  région  3’UTR  de  rhoB.  Ces  expériences  nous  ont  permis  d’identifier  une  séquence  de  52 nucléotides,  qui  contient  le  site  de  fixation  de  HuR  et  de miR‐19,  et  qui  joue  un  rôle  dans  la régulation traductionnelle de rhoB sous UV.  
III.4. Etude de l’association de la région 3’UTR de rhoB à Ago2 ou à HuR   Pour  étudier  l’interaction  de  la  région  3’UTR  de  rhoB  avec HuR  ou  avec  le  complexe miRISC, nous avons immunoprécipité l’ ARNm rhoB endogène ou l’ARNm codant la luciférase renilla sous le  contrôle  de  la  région 3’UTR de  rhoB,  avec  les  anticorps monoclonaux dirigés,  soit  contre  la protéine  Ago2,  le  composant  effecteur  du  complexe  miRISC,  soit  contre  HuR.  L’association directe de miR‐19 et de HuR à la région 3’UTR de rhoB est évaluée, en comparant la  liaison de l’ARNm du rapporteur renilla, de cellules transfectées avec des constructions mutées au niveau de  sites  de  fixation  de  HuR  ou  de  miR‐19,  par  rapport  à  des  cellules  transfectées  avec  la construction  contenant  la  région  3’UTR  de  rhoB  sauvage.  La  quantification  des  ARNm immunoprécipités  est  réalisée  par  RT‐qPCR.  Ces  expériences  nous  ont  permis  de monter  que HuR  et  miR‐19  interagissent  directement  avec  l’ARNm  de  rhoB  et  que  cette  association  est perdue sous UV.  
III.5. Etude de la variation de l’expression des miARN sous UV  Pour  étudier  les  variations  d’expression  des miARN  sous  UV,  nous  avons  réalisé  des  puces  à microARN, à partir d’ARN provenant de cellules HaCat, exposées ou non aux UVC (8 h ; dose de 60  J/m2).  Les  sondes  ADN  utilisées  sont  modifiées  par  des  bases  LNA  (Locked  Nucleic  Acid, Exiqon),  dont  le  sucre  est  bloqué  dans  la  conformation  3’‐endo  pour  augmenter  le  Tm  et  la 
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spécificité des sondes. Les puces microARN ont été réalisées par Sophie Polès (Fondation RITC, Toulouse).  Certains  résultats  ont  été  confirmés  par  RT‐qPCR  et  Northern  Blot  (résultats  non montrés). L’ensemble de ces données nous a permis de conclure que l’expression de miR‐19 est inchangée sous UV.  
III.6. Etude de l’effet de miR‐19 et de HuR sur la régulation de l’expression de 
RhoB  Pour déterminer l’implication de HuR et de miR‐19 dans la régulation de l’expression de RhoB, nous avons réalisé des expériences d’extinction d’expression par un siARN dirigé contre l’ARNm de HuR ou par un oligonucléotide antisens dirigé contre miR‐19, associées à des expériences de surexpression  de  miR‐19  par  transfection  des  cellules  HaCat,  par  un  précurseur  de  miR‐19. L’expression  endogène  de  RhoB  est  ensuite  observée  par  Western  Blot.  Pour  étudier  l’effet direct de ces  facteurs  trans  sur  la régulation de rhoB,  les efficacités de  traduction obtenues en normalisant l’activité luciférase par la quantité d’ARNm de chaque rapporteur, ont été mesurées après  avoir  transfecté  des  cellules  HaCat  par  des  constructions  mutées  au  niveau  du  site  de fixation de HuR et/ou de miR‐19. Cela nous a permis de montrer d’une part que HuR coopère avec  miR‐19  pour  réprimer  la  traduction  de  rhoB  et  d’autre  part  que  miR‐19  participe  à  la régulation  de  l’expression  de  rhoB  sous  UV  et  que  cet  effet  est  également  dépendant  de  la présence de HuR.  
III.7. Etude de l’implication de miR‐19 et de HuR sur l’apoptose induite par les UV   Pour étudier le rôle de HuR et de miR‐19 dans la réponse apoptotique UV‐induite, nous avons réalisé  des  expériences  de  surexpression  de  miR‐19,  par  transfection  d’un  précurseur synthétique de miR‐19 ou de  sous expression de HuR par un  siARN, dans des  cellules HaCat  , exposées  ou  non  aux  UV.  L’apoptose  est  évaluée  par  le  clivage  de  la  poly  polymérase  (ADP‐ribose),  aussi  appelée PARP ou par appréciation de  la  fragmentation de  l’ADN par  la méthode TUNEL.       
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IV. Article 
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V. Résultats supplémentaires concernant la régulation de l’expression de rhoB par miR‐19 
et HuR  Etude de l’effet de la sous expression de HuR sur l’expression de RhoB dans différentes lignées cellulaires   
 
Figure  26 :  La  sous  expression  de  HuR  augmente  l’expression  de  rhoB  dans  différentes  lignées 
cellulaires.  Les  différentes  lignées  cellulaires HaCat,  A549,  Ovcar, MCF7  et  les  kératinocytes  primaires issus de patients, sont transfectés par un siARN dirigé contre  l’ARNm de HuR. 48h après  la transfection, les protéines et les ARN sont extraits. L’expression des protéines est analysée par Western‐Blot avec des anticorps dirigés contre RhoB, HuR et l’actine. L’expression relative de l’ARNm de rhoB est quantifiée par RT‐qPCR.  Nous  avons  analysé  la  conséquence  de  la  sous  expression  de  HuR  par  stratégie  siARN,  sur l’expression de la protéine RhoB par Western‐Blot et sur la quantité d’ARNm rhoB par RT‐qPCR, sur  des  kératinocytes  primaires  issus  de  peau  de  patient  et  sur  différentes  lignées  cellulaires humaines cancéreuses, telles que les cellules d’adénocarcinome pulmonaire (A549), les cellules d’adénocarcinome  ovarien  (Ovcar),  et  les  cellules  d’adénocarcinome mammaire  (MCF7).  Nous observons (Figure 26) une augmentation de la quantité de protéine RhoB,  lorsque l’expression de HuR est diminuée. Cet effet est retrouvé dans les HaCat et dans les kératinocytes primaires, ainsi que dans deux lignées cancéreuses humaines analysées : les A549 et les Ovcar, et n’est pas accompagné  d’une  variation  significative  de  la  quantité  d’ARNm  de  rhoB.  Ces  données 
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permettent de généraliser les résultats obtenus sur les HaCat (Article, Figure 6), et montrent que HuR réprime la traduction de l’ARNm de rhoB, dans différentes lignées cellulaires. En revanche, la  perte  d’expression  de  HuR  n’a  pas  d’effet  sur  l’expression  de  RhoB  dans  les  MCF7.  Ceci suggère que  la  régulation de  l’expression de RhoB par HuR est dépendante du  type  cellulaire. Cela est en accord avec l’étude de Calaluce, qui montre que l’association de la protéine HuR sur différents ARNm est dépendante du contexte cellulaire (Calaluce et al. 2010).  Etude  de  l’effet  de  la  surexpression  de miR‐19  sur  l’expression  d’un  gène  rapporteur contenant la région 3’UTR de rhoB   
 
Figure  27 :  La  surexpression  de  miR­19  inhibe  l’expression  d’un  gène  rapporteur  luciférase 
contenant  la  région  3’UTR  de  rhoB.  Les  cellules  293T  sont  cotransfectées  avec  un  précurseur synthétique  de miR‐19  (mimic  19b)  ou  avec  un  oligonucléotide  contrôle  (sineg)  et  avec  les  plasmides contenant la région 3’UTR de rhoB sauvage ou mutée au niveau du site de fixation de miR‐19. L’expression luciférase est mesurée 24h après.  Pour déterminer si rhoB est la cible directe de miR‐19, nous avons analysé la conséquence de la surexpression de miR‐19  sur  l’expression d’un gène  rapporteur  luciférase  contenant  la  région 3’UTR de rhoB sauvage ou mutée pour le site de fixation de miR‐19 dans des cellules épithéliales rénales humaines (293T), où  l’expression de miR‐19 n’est pas détectée (Sun et al. 2010). Nous observons  (Figure 27) que  l’expression  luciférase du plasmide 3’UTR rhoB  lucR, obtenue dans les cellules transfectées avec l’ oligonucléotide précurseur de miR‐19b, est plus faible que dans les  cellules non  transfectées ou  transfectées  avec  l’oligonucléotide  contrôle. Cet  effet n’est pas retrouvé quand les cellules sont transfectées avec le plasmide contenant la région 3’UTR de rhoB mutée  pour  le  site  de  fixation  de miR‐19.  Cela montre  que,  dans  les  cellules  293T,    la  liaison directe de miR‐19 au niveau de  la  région 3’UTR de rhoB  est  requise pour  l’effet  répresseur de miR‐19 sur l’expression de rhoB  et cela confirme ainsi le résultat obtenu sur les HaCat (Article, Figure 6C)   
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 Etude de l’effet de la sous expression de HuR sur le recrutement du complexe miRISC au niveau de l’ARNm de rhoB  
   
Figure 28 : La liaison de l’ARNm de rhoB à Ago2 nécessite HuR et est augmentée quand miR­19b est 
surexprimé. Les cellules HaCat sont  transfectées avec un siARN dirigé contre  l’ARNm de HuR et/ou un oligonucléotide  synthétique  précurseur  de  miR‐19b.  48h  après  la  transfection,  la  quantité  d’ARNm  de 
rhoB associée à Ago2, après RNA immunoprécipitation avec l’anticorps Ago2, est mesurée par RT‐qPCR et normalisée par les inputs de chaque échantillon.  On observe une augmentation de  l’association de  l’ARNm de rhoB à Ago2,  lorsque  l’expression de  miR‐19  est  augmentée,  en  transfectant  les  cellules  avec  un  oligonucléotide  synthétique précurseur de miR‐19. Cet effet n’est pas observé, lorsque l’expression de HuR est inhibée par un siARN. Au contraire, l’interaction de l’ARNm de rhoB avec Ago2 est réduite quand HuR n’est pas exprimée (Figure 28). Ce résultat complète sur l’ARNm de rhoB endogène, les résultats obtenus sur l’association de l’ARNm du rapporteur luciférase à Ago2 lorsque les cellules sont tranfectées par  des  plasmides  contenant  la  région 3’UTR de  rhoB  sauvage  ou mutée  au niveau du  site  de fixation  de HuR  ou  de miR‐19  (Article,  Figure  6B).  L’ensemble  de  ces  données montre  que  la liaison  de  HuR  au  niveau  de  la  région  3’UTR  de  rhoB  est  nécessaire  pour  l’assemblement  du complexe miRISC, composé d’Ago2 et miR‐19, sur l’ARNm de rhoB.  
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VI. Conclusion  Nous avons montré, grâce à  l’analyse combinée de  l’extinction de  l’expression de HuR et de  la surexpression  de  miR‐19,  que  l’action  concertée  d’un  miARN  (miR‐19)  et  d’une  RBP  (HuR) permet  la  répression  traductionnelle  de  rhoB  endogène  (Article,  Figure  6d).  Cette  notion n’existait pas encore quand ce travail a été commencé, mais a été émise par des travaux récents qui utilisent soit des expériences in vitro avec des composants reconstitués, soit des expériences de surexpression ou d’inhibition des facteurs trans (Jing et al. 2005; Kim, H. H. et al. 2009). Nous avons  étendu  cette  notion  en  mettant  en  évidence,  in  vivo,  par  des  expériences d’immunoprécipitation de  l’ARN et  en mutant  les  sites de  liaison de miR‐19 et de HuR, que  la liaison directe de HuR à l’ARNm de rhoB est requise pour permettre le recrutement du complexe miRISC/miR‐19, comprenant la protéine effectrice Ago2 sur l’ARNm de rhoB (Article, Figure 6b). L’effet direct de la liaison de HuR et miR‐19 sur l’expression de rhoB a été déterminé à l’aide de gènes  rapporteurs  luciférases,  en  transfectant  les  cellules  par  des  plasmides  contenant  une mutation au niveau du site de fixation de HuR et/ou de miR‐19 (Article, Figure 6c).  Nous  avons  également  montré  que  l’ARNm  de  rhoB  résiste  à  l’inhibition  générale  de  la traduction sous UV (Article, Figure 1a et 1b et Supplementary Figure 2). Cette régulation met en jeu un mécanisme dépendant de  la  liaison de miARN sur  l’ARNm de rhoB  (Article, Figure 2) et d’une séquence située dans sa région 3’UTR , contenant le site de fixation de miR‐19 et de HuR, (Article, Figure 1d,1e,1f et 3). L’analyse de l’expression des miARN par puces, validée ensuite par des  expériences  de  RT‐qPCR  a  montré  que  les  expressions  de  miR‐19  et  des  autres  miARN identifiés  par  des  logiciels  bioinformatiques,  comme  étant  des  cibles  potentielles  de  l’ARNm 
rhoB  restent  inchangées  sous  UV  (Article,  Figure  5a  et  5b  et  Supplementary  Figure  5).  Nous montrons par des expériences d’immunoprécipitation de l’ARN que sous UV,  la dissociation du complexe miR‐19/  HuR  à  l’ARNm  de  rhoB  lève  la  répression  traductionnelle  exercée  par  ces facteurs  trans  et  participe  ainsi  à  l’augmentation  de  l’expression  de  RhoB  sous  UV  (Article, Figure  2,  4,  6).  Enfin,  nous  avons  analysé  les  conséquences  fonctionnelles  de  la  régulation  de 
rhoB  par HuR et miR‐19  sur  l’apoptose  induite par  les UV  (Article,  Figure 7 et  supplementary Figure 11)  Nous  avons  ainsi  identifié  un  nouveau  mécanisme,  par  lequel  un  gène  résiste  à  l’inhibition générale de la traduction sous UV, qui implique l’effet coopératif de l’association d’un miARN et d’une protéine de liaison aux ARNm.     
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VII. Résultats préliminaires identifiant d’autres facteurs trans régulant l’expression de rhoB  
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Figure 29 : TiAR, miR­30a, miR­30c régulent négativement l’expression de rhoB. Les cellules Ovcar (A (i)), Skov (A (ii) et B (ii)), Igrov (A(iii)) ou les cellules HaCat (A (iv) et B(i)) sont transfectées avec des siARN dirigés contre les ARNm de tiar, tia­1, hur ou avec des oligonucléotides antisens dirigés contre miR‐19, miR‐30a ou miR‐30c. 48h après la transfection, les protéines sont extraites. L’expression des protéines est analysée par Western Blot avec des anticorps dirigés contre RhoB, HuR, TIAR, TiA‐1 et l’actine.   En parallèle de notre étude, nous avons également examiné  l’effet de  la sous‐expression d’une autre protéine de liaison aux ARNm TiAR et des miARN miR‐30a et miR‐30c sur l’expression de RhoB. Nous observons sur le Western Blot (Figure 29, A(i)) que l’expression de RhoB dans des cellules de carcinome ovarien (Ovcar) est augmentée, lorsque l’expression de TIAR est diminuée par stratégie siARN. Ce qui n’est pas le cas quand l’expression d’une autre protéine de liaison aux ARNm, Tia‐1 est diminuée. Ce résultat est retrouvé également dans deux autres types de cellules cancéreuses ovariennes, les skov (Figure 19, A(ii)) et les Igrov (Figure 29, A(iii)) , ainsi que des kératinocytes humains immortalisés (HaCat) (Figure 29, A(iv)). Nous observons également que la  sous‐expression  de  miR‐30a  ou  miR‐30c,  qui  sont  des  miARN  prédits  par  le  logiciel TargetScan  comme  pouvant  interagir  avec  l’ARNm  de  rhoB,  est  accompagnée  d’une augmentation de  la protéine RhoB dans  les cellules HaCat (Figure 29, B(i)) et dans  les cellules Skov (Figure 29, B(ii)).  
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En conclusion, nous avons  identifié que  la protéine de  liaison aux ARNm TIAR, ainsi que deux autres  miARN  miR‐30a  et  miR‐30c  répriment  l’expression  de  RhoB.  Il  serait  intéressant d’étudier  les  sites  d’interactions  de  ces  facteurs  sur  l’ARNm  de  rhoB,  et  de  démontrer  l’effet direct de ces facteurs sur l’expression de RhoB.   L’ensemble de nos  résultats montre que  l’expression du gène rhoB, qui est dépourvu d’intron, est  sous  le  contrôle  de  plusieurs  facteurs  (HuR,  TIAR,  miR‐19,  miR‐30)  qui  régulent négativement son expression. L’étude de l’expression de rhoB sous UV, a permis de montrer que la dissociation de certains de ces facteurs lors d’un stress permet d’augmenter l’expression de ce gène de réponse précoce au stress. Ce mécanisme de régulation post‐transcriptionnelle permet de répondre aux changements de conditions environnementales  induites par  les UV, peut‐être d’une  manière  plus  rapide  et  plus  efficace  que  si  l’induction  de  RhoB  était  uniquement transcriptionnelle.
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DISCUSSION   Les  cellules  des  organismes  vivants  sont  confrontées  à  différents  stress  (nutritionnels, thermiques, oxydatifs, dommages à l’ADN). Leur capacité à répondre rapidement et efficacement à  ces  changements  d’environnements  cellulaires  est  essentielle  pour  permettre  la  survie  de l’organisme. La dérégulation de ces mécanismes de défense est associée à certaines pathologies comme  le  cancer. Pour  lutter  contre  ces différents  stress,  une  reprogrammation génétique est nécessaire. Ce travail de thèse, qui a consisté à étudier la régulation post‐transcriptionnelle de la petite GTPase rhoB a permis :  (i) de contribuer à comprendre comment un ARNm peut résister à l’inhibition générale de la traduction sous un stress tel que les UV (ii)  d’identifier  des  facteurs  post‐transcriptionnels  régulant  l’expression  du  gène suppresseur de  tumeur  rhoB,  dont  l’expression est diminuée dans différentes  tumeurs, sans que les mécanismes ne soient clairement identifiés. En effet, notre étude montre que l’action concertée d’une protéine de liaison aux ARNm HuR et du miARN miR‐19, réprime la traduction de l’ARNm de rhoB, et que la dissociation de HuR et de miR‐19  permet  à  l’ARNm  rhoB  d’être  traduit  sous  UV,  dans  des  conditions  où  la  traduction générale des ARNm est inhibée.  Dans les paragraphes suivants, nous aborderons plusieurs aspects visant à poursuivre ce travail. Nous discuterons dans une première partie  de  la  régulation post‐transcriptionnelle  des  gènes par  l’action  concertée  d’un  miARN  et  d’une  protéine  de  liaison  aux  ARNm,  puis  dans  une deuxième  partie  du  nouveau mécanisme  que  nous  avons  identifié,  permettant  à  un ARNm de résister à l’inhibition de la traduction sous stress. Enfin nous aborderons les perspectives de ce travail concernant l’identification de facteurs post‐transcriptionnels qui permettrait d’expliquer la sous expression de rhoB, observée dans les tumeurs.        
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I. Action concertée entre les miARN et les protéines dans la régulation post‐
transcriptionnelle de l’expression des gènes  Des travaux récents révèlent l’existence de véritables interconnexions entre l’action des miARN et celles des protéines dans la régulation de l’expression des gènes. En plus de la régulation de la maturation  des  miARN  par  certaines  protéines,  la  fonction  des  miARN  peut  également  être régulée (Tableau 5). Nos travaux apportent un exemple supplémentaire de l’action coordonnée d’une  protéine  de  liaison  aux  ARNm  et  d’un  miARN  dans  la  répression  traductionnelle  d’un ARNm.  En  transfectant  des  cellules  HaCat  avec  différentes  constructions  contenant  la  région 3’UTR de rhoB  sauvage ou mutée   au niveau des sites de  fixations de HuR et/ou de miR‐19 en aval d’un gène rapporteur luciférase, nous montrons que HuR et miR‐19 sont associés à l’ARNm de rhoB de manière interdépendante. En effet, la mutation du site de fixation de HuR ou du site de  fixation  de  miR‐19  est  accompagnée  d’une  diminution  de  la  quantité  de  l’ARNm  du rapporteur  luciférase associée à Ago2 et à HuR (Figure 6b, article). La  liaison de miR‐19 et de HuR sur l’ARNm de rhoB permet de réprimer de manière concertée la traduction de rhoB, dans la mesure où, la mutation du site de liaison de HuR et de miR‐19 est accompagnée d’une levée de la  répression  traductionnelle  exercée  par  la  région  3’UTR de  rhoB,  qui  est  comparable  à  celle obtenue lorsque les sites de fixation de HuR ou de miR‐19 sont mutés individuellement (Figure 6c,  article).  L’utilisation  combinée de  la  sur‐expression de miR‐19 et de  la  sous‐expression de HuR confirme l’effet coopératif de HuR et de miR‐19 sur l’inhibition de l’expression endogène de 
rhoB (Figure 6d, article). Nos résultats, associés à ceux obtenus par Kim (Kim, H. H. et al. 2009), permettent  de  mieux  comprendre  la  versatilité  des  fonctions  de  HuR  dans  la  régulation  de l’expression des gènes (§ I.2.1.3), et d’expliquer comment une protéine qui avait été initialement identifiée comme une protéine stabilisatrice des ARNm peut également réguler négativement la traduction d’un ARNm,  tel  que  celui  de c­myc  ou de  rhoB,  lorsqu’elle participe  à  la  répression traductionnelle  exercée  par  un miARN.  Cependant  le mécanisme  exact  par  lequel  HuR  régule l’action d’un miARN n’est pas démontré. Pour comprendre comment une protéine de liaison aux ARNm peut réguler l’expression d’un ARNm en coopération avec un miARN, il serait intéressant d’étudier  plus  précisément  les  composants  et  la  dynamique  de  structuration  du  complexe miRISC, associé à Ago2. 
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Nom   Description  Effet sur les miARN  
Régulateurs de la maturation des miARN P68/P72  DEAD‐box ARN hélicases  Composants du complexe Drosha, facilitent la maturation par Drosha des pri‐miR‐145, ‐16‐,199a, ‐199b, ‐21 et ‐214 SMADs  Transducteurs du signal ; régulateurs de la transcription  Interagissent avec p68, co‐activateurs de la liaison et de la maturation par Drosha de pri‐miR‐21 et pri‐miR‐199a sous stimulation par TGFβ vasculaire et BMP SNIP1  SMAD nuclear interacting protein ; régulateur de la transcription  Régule la maturation de miR‐21, ‐23, ‐25 et let‐7 en formant un complexe avec Drosha P53  Facteur de transcription (FT)  En interagissant avec p68, facilite l’assemblage du complexe Drosha et la maturation des pri‐miR‐34, ‐107, ‐16‐1, ‐143, ‐145 ARS2  Composant du complexe nucléaire de liaison à la coiffe  Stimule la maturation par Drosha/Dicer de miR‐21, ‐155 et let‐7 SF2/ASF  Facteur d’épissage  Facilite le clivage engendré par Drosha de pri‐miR‐7 et probablement des pri‐miR‐221 et ‐222, indépendamment de son activité de facteur d’épissage Nanog  FT  Interagit avec p68 et Drosha ; régule la maturation de pri‐miR‐21 FMRP  RNA binding protein (RBP)  Interagit avec Dicer, TRBP, et les pre‐miARN ; sa délétion diminue la biogénèse des miARN hnRNP A1  Heterogenous nuclear ribonucleoprotein  Composant du complexe Drosha : se lie au niveau des régions en boucle du pri‐miR‐18a et facilite sa maturation par Drosha KSRP  KH‐type splicing regulatory protein  Composant des complexes Drosha et Dicer ; régule la maturation des précurseurs de let‐7, miR‐21, ‐26b, ‐20, ‐106a, ‐16 et ‐196a en se liant au niveau de leur boucle terminale et en stimulant le clivage par Drosha ou Dicer NF90/NF45  FT  Interagit avec les pri‐miARN, pri‐let‐7a, pri‐miR‐15a~16‐1,‐ 21,‐30a et réduit l’accessibilité de DGCR8 Lin‐28  RBP  Réprime la maturation des miARN de la famille de let‐7 ; bloque la maturation des pri/pre‐let‐7 par Drosha et Dicer, en interagissant avec leur boucle terminale ; bloque le clivage par Dicer du pre‐miR‐128 E2/ERα  Œstradiol (E2) lié au récepteur aux œstrogènes α (REα)  Se lie à Drosha de façon p68/p72 dépendante et induit la dissociation du complexe Microprocesseur des pri‐miR‐125a, ‐195, ‐143, ‐145 ADAR1/2  Adénosine désaminases  Bloque la maturation par Drosha des pri‐miR‐142 et ‐376a, et par Dicer du pre‐miR‐155, en modifiant la séquence d’ARN 
Régulateurs de l’activité des miARN DCP1/DCP2  Protéines de décoiffage des ARNm  Interagit avec Ago2 (h) ; sa délétion lève la répression traductionnelle ou la dégradation des ARNm engendrée par les miARN (dm) CCR4/NOT1  Protéine de déadénylation des ARNm  Interagit avec Ago1/2 (h) ; sa délétion empêche la dégradation des ARNm engendrée par les miARN (dm/h) PABP  Poly‐A binding protein  Interagit avec GW182 (dm/h) ; sa délétion lève la répression engendrée par les miARN RCK/p54 (DDX6)  DEAD‐box ARN hélicase  Interagit avec Ago1 et Ago2 (h) ; sa délétion lève la répression engendrée par les miARN (h) RHA (DHX9)  DEAD‐box ARN hélicase  Interagit avec Ago2, Dicer et TRBP (h), facilite le chargement du complexe RISC MOV10/Armitage  DEAD‐box ARN hélicase  Interagit avec Ago1 et Ago2 (h) ; sa délétion lève le clivage des ARNm exercé par les miARN (h), localisé dans les P‐Bodies, Armitage (dm) est nécessaire pour le chargement de RISC HuR  RBP  En réponse au stress, lève la répression engendrée par les miARN (h) ; coopère avec miRISC pour réprimer l’expression des ARNm cibles  Dnd1  RBP  Liaison compétitive avec les miARN sur les ARNm cibles, sa liaison sur les ARNm cibles lève l’inhibition exercée par les miARN (h) Famille PUF     RBP 
Puf 9 coopère avec miRISC pour réprimer un ARNm cible (ce) ; les sites de liaison des protéines PUF sont généralement localisés à proximité des sites de miARN (h) 
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FMRP  RBP  Interagit avec les protéines Ago(dm/h) et les miARN matures ; coopère avec miRISC pour réprimer les ARNm cibles FXR1  RBP  Associée au complexe Ago2, nécessaire pour l’activation de la traduction de l’ARNm de TNFα, engendrée par un miARN dans les cellules dont la croissance est arrêtée (h) APOBEC3  RBP  Lève la répression de l’expression des ARNm engendrée par les miARN TTP  RBP  Coopère avec le complexe miRNP pour dégrader l’ARNm de 
TNFα (h)  RBM4  RBP  Interagit avec Ago1 et Ago2 (h) ; sa délétion réduit la répression de l’expression des gènes engendrée par les miARN HSP90  Protéine chaperonne  Interagit avec Ago2 (h) ; l’inhibition de HSP90 déstabilise Ago2 et empêche le recrutement d’Ago2  dans les les P‐bodies et les granules de stress ; favorise la liaison des miARN à Ago2, par modification de la conformation d’Ago2 de manière ATP‐dépendante Importin 8  Récepteur d’import nucléaire  Interagit avec Ago1‐4 (h) ; sa délétion lève la répression de l’expression des gènes engendrée par les miARN, en empêchant la liaison du complexe miRISC au niveau des ARNm cibles Protéines TRIM‐NHL  Ubiquitine ligases  Interagissent avec les protéines Ago (ce/dm/h) ; régulent négativement (dm/h) et positivement (ce/h) la fonction des miARN ; TRIM32 (h) et NHL‐2 (ce) augmente l’activité des miARN ; TRIM71 (h) interagit avec AGO2 et favorise sa dégradation par le protéasome Collagen prolyl‐4‐hydroxylase  (C‐P4H(I))  Proline hydroxylase  Catalyse l’hydroxylation d’Ago2 sur la Pro700 (h) en réponse au stress, et favorise ainsi sa stabilisation et sa localisation au niveau des P‐bodies  MAPKAPK2  Sérine/thréonine protéine kinase  Catalyse la phosphorylation d’Ago2 sur la Ser387 (h) en réponse au stress, et favorise sa localisation au niveau des P‐bodies Facteurs ESCRT  Régulation du trafic vésiculaire  La disparition de certains facteurs ESCRT (hrs/alix/vps36) lève partiellement la répression de l’expression des gènes engendrée par les miARN(h/dm) et augmente la quantité de protéine GW182 endogène (h), la délétion de HSP4 augmente la répression de l’expression des gènes engendrée par les miARN (dm) et favorise le chargement du complexe RISC sur les ARNm (dm) 
 
Tableau 5 : Régulateurs de la maturation et de la fonction des miARN. FT : Facteur de transcription, RBP : RNA binding protein, ce : C. elegans, dm : D. megaloblaster, h : humain (D’après Krol, 2010).  Une étude protéomique a permis d’identifier  la composition protéique du complexe  lié à Ago2 (Hock  et  al.  2007).  Le  cœur  du  complexe  miRISC,  constitué  des  protéines  Ago  et  de  GW182, interagit avec de nombreux facteurs additionnels qui sont requis pour la fonction et la régulation de  l’action  des  miARN.  Le  rôle  de  certains  de  ces  facteurs  intervenant  dans  la  répression traductionnelle, dans la dégradation des ARNm ou appartenant à des composants des P‐bodies, est  assez  bien  documenté.  Pourtant,  le mode  d’action  de  la  plupart  des  protéines  accessoires reste encore à éclaircir. Parmi elles, on retrouve (i) des protéines de la famille des DExD/H ARN hélicases, (ii) des protéines de liaison aux ARNm, et (iii) plusieurs ligases ubiquitine de la famille des TRIM‐NHL(Krol et al. 2010).  (i)  Les  protéines  appartenant  à  la  famille  des  DExD/H  ARN  hélicases  (par  exemple  MOV10/ Armitage,  RHA  et  RCK/p54),  favorisent  le  déroulement  des  duplex  d’ARN  de  manière  ATP dépendante,  le  remodelage  des  structures  d’ARN  ou  de  la  structure  du  complexe ribonucléoprotéique  (Hilbert  et  al.  2009).  Ces  effets  sont  potentiellement  importants  pour 
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réguler le complexe miRISC soit au niveau de l’assemblement du complexe, soit au niveau de sa liaison sur un ARNm cible. Par exemple, chez l’homme la protéine RHA, qui se lie à Ago2, Dicer et TRBP  et  la  protéine Armitage  chez D. melanogaster  facilitent  le  chargement  de  petits  ARN  au sein du complexe RISC (Tomari et al. 2004; Robb and Rana 2007).  (ii)  Les protéines de  liaison  aux ARNm,  telles que RBM4, HuR,  FMRP,  ou Dnd1  constituent un autre  groupe  de  facteurs  qui  peuvent  modifier  l’action  des  miARN.  Leur  association  avec  les composants du complexe miRISC est souvent dépendante de leur liaison sur l’ARNm (Hock et al. 2007), ce qui suggère que ces facteurs sont recrutés à proximité d’une séquence d’un ARNm, qui est liée au complexe RISC. Certains facteurs protéiques (HuR, DnD1, APOBEC3G) lèvent l’action répressive des miARN (Bhattacharyya et al. 2006a; Huang, J. et al. 2007; Kedde et al. 2007), alors que  d’autres  facteurs  (HuR,  PuF,  RBM4)  coopèrent  avec  les  composants  du  complexe miRISC associés à un miARN, pour réprimer l’expression d’un ARNm cible (Nolde et al. 2007; Kim, H. H. et al. 2009; Lin, J. C. and Tarn 2009; Kedde et al. 2010). Il est intéressant de noter qu’une même protéine  de  liaison  aux  ARNm  peut  en  fonction  de  l’ARNm  cible  ou  du  contexte  cellulaire, prévenir ou activer la répression des gènes par le complexe miRISC. Par exemple, HuR peut lever la répression traductionnelle de  l’ARNm de cat­1 exercée par miR‐122 dans des cellules Huh7. Cet effet est dépendant de la liaison de HuR au niveau d’une séquence spécifique riche en AU de l’ARNm  de  cat­1  et  est  accompagnée  d’une  délocalisation  de  l’ARNm  des  P‐Bodies  vers  les polysomes où il est traduit (Bhattacharyya et al. 2006a). Mais HuR peut aussi coopérer avec let‐7 pour réprimer la traduction de l’ARNm de c­myc (Kim, H. H. et al. 2009). L’interconnexion entre l’action des miARN et  la protéine FXR1 est encore plus  intrigante. Dans ce cas particulier,  lors d’une privation en sérum, le complexe miRISC‐Ago2 agit comme un activateur de la traduction. Ce changement entre répression et activation nécessite l’action de la protéine FXRI (Vasudevan and Steitz 2007a). Il existe deux autres exemples, impliquant des miARN dans l’activation de la traduction,  celui des ARNm 5’TOP  (qui  codent généralement pour des protéines  ribosomales), régulés par miR‐10a  (Orom et al. 2008) et  celui de  l’ARNm du virus de  l’hépatite C régulé par mir‐122 (Henke et al. 2008). Il serait intéressant d’étudier si les changements de fonction de la protéine  Ago2  ,  reportés  dans  ces  exemples,  sont  associés  à  des  modifications  post‐traductionnelles d’Ago2, à des changements de sa localisation ou de sa capacité à interagir avec des  facteurs  de  la  traduction  ou  avec  la  protéine  GW182.  L’interaction  entre  les  protéines  de liaison  aux  ARNm  et miRISC  est  très  complexe,  dans  la mesure  où  les  RBP  peuvent moduler l’action  des miARN, mais  inversement  les miARN  associés  au  complexe miRISC  peuvent  aussi activer  ou  réprimer  l’action  des  RBP  soit  en  entrant  en  compétition  au  niveau  d’un  site  de fixation  sur  l’ARNm,  soit  en  bloquant  l’action  d’une  RBP  par  interaction  directe  avec  elle.  Les travaux de Eiring  illustrent élégamment cette dernière  idée :  cette étude montre qu‘un miARN peut  exercer  une  action  régulatrice  sur  l’expression  d’un  ARNm,  indépendamment  de  son 
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association avec le complexe miRISC, en agissant comme un « leurre », c’est à dire en entrant en compétition  avec  un  ARNm  pour  se  fixer  sur  une  protéine  de  liaison  aux  ARNm.  En  effet  les auteurs montrent en utilisant différentes techniques, telles que des couplages covalents aux UV, des  expériences  REMSA  (RNA  electrophoretic mobility  shift  assays)  et  d’immunoprécipitation des ARNm, que miR‐328 est  capable d’interagir directement avec  la protéine hnRNP E2. Cette liaison provoque la séquestration de hnRNP E2, qui par conséquent ne se lie plus au niveau de son  ARNm  cible  c/ebp  α  pour  réprimer  sa  traduction  et  bloquer  la  différenciation  cellulaire (Beitzinger et al. 2010; Eiring et al. 2010). (iii)  Plusieurs  protéines  ubiquitine  ligase  de  la  famille  des  protéines  TRIM‐NHL  agissent également comme des régulateurs positifs ou négatifs de la fonction des miARN (Hammell et al. 2009; Rybak et al. 2009; Schwamborn et al. 2009). La protéine TRIM32 chez les mammifères et la protéine NHL‐2 chez C.  elegans augmentent  l’activité de certains miARN,  sans modifier  leur expression (Hammell et al. 2009; Schwamborn et al. 2009). A l’inverse, la protéine TRIM71 agit comme un  régulateur  négatif  de  l’action  des miARN,  en  diminuant  l’expression de  la  protéine Ago2. En effet, elle favorise la polyubiquitinylation d’Ago2  et sa dégradation par le protéasome (Rybak et al. 2009). Les protéines de la famille des TRIM‐NHL modulent l’action des miARN par des mécanismes différents. Par exemple, l’effet de TRIM32 est indépendant de l’ubiquitinylation de la protéine Ago2 (Schwamborn et al. 2009).  D’autres protéines interagissent avec le complexe miRISC et sont impliquées dans la modulation de la  fonction des miARN. Le récepteur d’import nucléaire  importine 8, qui est  localisé dans le noyau  ou  dans  les  P‐Bodies,  est  capable  de  s’associer  aux  quatre  protéines  Ago  humaines,  de manière  indépendante de  son  association  à  l’ARN.  Il  a  été montré que  l ‘importine 8  améliore l’efficacité de liaison de Ago2 sur un large groupe d’ARNm. Il est possible que l’importine 8 joue un  rôle  de  chaperonne  en  facilitant  et  en  stabilisant  les  interactions  entre  Ago2  et  les  ARNm cibles  (Weinmann  et  al.  2009).  HSP90  a  été  identifiée  comme  une  autre  protéine  capable d’interagir  avec  Ago2  (Johnston  et  al.  2010).  HSP90  peut  moduler  à  la  fois  la  stabilité,  la localisation dans les P‐bodies et par conséquent potentiellement, la fonction d’ Ago2 (Pare et al. 2009;  Johnston  et  al.  2010).  L’inhibition  de  l’activité  de  HSP90  est  accompagnée  d’une diminution de l’expression des protéines Ago2 et GW182 et d’une diminution du nombre de P‐Bodies  visibles  en  microscopie  dans  des  cellules  de  mammifères  (Johnston  et  al.  2010).  Des études  in  vitro,  plus  récentes  apportent  une  explication  supplémentaire  sur  le  rôle  joué  par HSP90  dans  la  régulation  du  complexe  miRISC :  HSP90  utilise  l’ATP  pour  changer  la conformation d’Ago2, ce qui favorise la liaison des duplex de petits ARN à Ago2 (Iki et al. 2010 ; Iwasaki et al. 2010) .   
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Ces différents exemples nous permettent de proposer plusieurs hypothèses (Figure 30), quant à la  fonction  potentielle  jouée  par  HuR  dans  la  répression  traductionnelle  de  l’ARNm  de  rhoB, associée à l’action de miR‐19.  (A)  Tout  d’abord  HuR  pourrait  favoriser  le  recrutement  du  complexe  miRISC  sur  l’ARNm  de 
rhoB :  Il est possible que HuR,  de manière similaire à l’action d’ HSP90, modifie la conformation de 
la protéine Ago2, et facilite ainsi le recrutement de miR‐19 au sein du complexe miRISC. Il est intéressant de noter que la fonction de HSP90 est dépendante de l’ATP.  Bien que cette fonction potentielle de HuR n’ait à ce  jour pas encore été décrite,  la mise en évidence d’une poche liant l’ATP, associée à une activité enzymatique dans  le domaine RRM3 de HuR, qui est un domaine impliqué dans les interactions protéine‐protéine (Meisner et al. 2009), est un argument qui nous permet de penser que HuR pourrait effectivement modifier la conformation de Ago2 de manière ATP  dépendante.  Cette  hypothèse  serait  en  accord  avec  la  possibilité  d’une  régulation allostérique  de  la  protéine Ago2  (Djuranovic  et  al.  2010).  Les  travaux de Boland montrent  en effet que la région permettant la liaison des miARN par leur extrémité 5’, située dans le domaine MID d’Ago2,  partage des  résidus  communs  avec un  second  site  adjacent,  sur  lequel  un  ligand, pourrait  se  fixer  pour  permettre  une  liaison  coopérative  de  ce  ligand  et  du  miARN  à  Ago2 (Boland et al. 2010). Le rôle de HuR dans la régulation de la conformation d’Ago2 pourrait être indirect.  HuR  pourrait  par  exemple  recruter  au  niveau  du  complexe  miRISC  une  protéine auxiliaire,  telle  que  l’importine  8  ou  HSP90,  qui  modifie  la  conformation  d’Ago2.  Il  est intéressant de noter que dans la discussion de leurs travaux (Weinmann et al. 2009), l’équipe de Meister  suggère  que,  comme  aucun  domaine  de  liaison  aux  ARN  n’a  été  identifié  dans  la structure  de  l’importine  8,  sa  fonction  dans  le  recrutement  du  complexe  miRISC  nécessite certainement  son  association  avec  une  autre  protéine  de  liaison  aux  ARNm.  Etant  donné  que certaines  études  reportent  que  la  liaison  de HuR  à  Ago2  est  dépendante  de  son  association  à l’ARN (Hock et al. 2007; Kim, H. H. et al. 2009), il est donc envisageable que HuR, puisse agir en coopération avec  l’importine 8 pour recruter  le complexe miRISC sur  l’ARNm de rhoB.  Il serait intéressant  d’étudier,  dans  nos  conditions  expérimentales,  l’existence  d’interactions  entre  les protéines HuR, Importine 8 et Ago2 par des expériences de coimmunoprécipitation. HuR pourrait aussi, en se fixant sur l’ARNm de rhoB, modifier la conformation de l’ARNm pour faciliter  l’accessibilité  du  complexe  miRISC  associé  à  miR‐19.  C’est  par  exemple,  ce  qui  a  été montré pour une autre protéine de liaison aux ARNm, PUM1, qui permet, en se liant sur l’ARNm de  P27,  de  dérouler  une  structure  en  tige  boucle,  contenant  le  site  de  fixation  des  miARN miR221/222, facilitant ainsi la liaison du complexe miRISC au niveau des sites de fixation de ces miARN (Kedde et al. 2010). La proximité de la localisation des sites de liaison de HuR et de miR‐
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19, ajouté au  fait que  la mutation du site de  fixation de HuR diminue  l’association d’un ARNm rapporteur contenant la région 3’UTR de rhoB à Ago2 ( Figure 6b, article), sont des arguments en faveur de cette hypothèse. Il est aussi envisageable que la liaison de HuR à Ago2, permette de recruter  une  helicase  de  la  famille  DExD/H,  elle‐même  associée  à  Ago2,  qui  déroule  une structure secondaire présente sur l’ARNm de rhoB pour faciliter ainsi la liaison interdépendante de HuR et du  complexe miRISC  sur  cette  région.    Pour  tester  cette hypothèse, nous pourrions étudier  la  structure  de  la  région  3’UTR  rhoB  en  présence  et  en  absence  d’HuR,  au moyen  de méthodes chimiques et enzymatiques. Cette technique est basée sur la réactivité des molécules d’ARN vis‐à vis de certains composés chimiques et enzymatiques qui clivent ou modifient l’ARN après certaines bases en fonction de la structure simple brin ou double brin des ARN, formée par des  appariements  internes.  Les  fragments  d’ARN  produits  sont  ensuite  identifiés  par rétrotranscription en utilisant des  sondes  radioactives. Les ADNc ainsi produits,  sont analysés par migration sur gel de polyacrylamide, puis séquencés. Cette méthode expérimentale peut être combinée à des analyses bioinformatiques, dont l’objectif est de trouver la ou les conformations  d’énergie minimale, qui correspondent à l’état le plus stable du système.     (B) HuR pourrait également stabiliser la protéine Ago2 Certains travaux mettent en évidence que la stabilité de la protéine Ago2 peut être affectée par des modifications  post‐traductionnelles.  Par  exemple  l’hydroxylation  d’Ago2    au  niveau  de  sa Proline 700 par la  propyl‐4 hydroxylase collagène I, stabilise la protéine Ago2.  En effet chez des cellules humaines déplétées par cette hydroxylase, la stabilité d’Ago2 est réduite et l’activité du complexe miRISC dans la répression des gènes est altérée (Qi et al. 2008). Ago2 peut également être ubiquitinylée, puis dégradée par le protéasome (Rybak et al. 2009). On peut donc envisager que HuR  puisse  par  exemple  recruter  au  sein  du  complexe miRISC  une  protéine  qui  stabilise l’expression de la protéine Ago2, telle que la propyl‐4 hydroxylase collagène I ou qu’elle puisse entrer  en  compétition  pour  la  liaison  sur  Ago2  avec  une  protéine  ubiquitine  ligase  et  ainsi empêcher l’ubiquitinylation et la dégradation par le protéasome d’Ago2. Enfin,  il est également possible que HuR puisse participer à un réseau d’interactions protéine‐protéine au sein du complexe miRISC, par exemple avec la protéine GW182 ou d’autres facteurs associés  à  Ago2  pour  stabiliser  leurs  liaisons  avec  Ago2,  et  améliorer  ainsi  la  répression traductionnelle des ARNm engendrée par les miARN.   
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Figure  30 :  Différentes  hypothèses  permettant  d’expliquer  le  rôle  de  HuR  dans  la  répression 
traductionnelle de  l’ARNm rhoB. (A) HuR pourrait  favoriser  le recrutement de miRISC sur  l’ARNm de 
rhoB  (1)  (i)  la  liaison  directe  de  HuR  à  Ago2  pourrait  induire  un  changement  de  conformation  de  la protéine Ago2 , qui est nécessaire pour que miR‐19 se fixe à Ago2 et recrute ainsi le complexe miRISC. (ii) HuR pourrait agir plus indirectement en recrutant une protéine auxiliaire, telle que HSP90 ou l’importine 8 au niveau du complexe miRISC, qui  induit un changement de conformation d’Ago2 pour permettre de recruter le complexe miRISC au niveau du site de liaison de miR‐19 sur l’ARNm de rhoB. (2) La liaison de HuR  sur  l’ARNm  de  rhoB  pourrait  permettre  de  changer  la  conformation  de  l’ARNm  de  rhoB  afin  de favoriser l’accessibilité du complexe miRISC  au niveau du site de fixation de miR‐19(i). Cet effet pourrait également  faire  intervenir  une  protéine  auxiliaire,  liée  à  Ago2,  comme  par  exemple  une  DExD/H  ARN hélicase  qui  permettrait  de  dérouler  des  structures  en  tige‐boucle  de  l’ARNm  de  rhoB  et/ou  de restructurer  la  conformation  du  complexe ARNm  rhoB/miRISC  (ii).  (2)  La  liaison  simultanée  de HuR  à l’ARNm de rhoB et à Ago2 pourrait stabiliser la protéine Ago2, et donc le complexe miRISC au niveau de l’ARNm de rhoB. La liaison de HuR à Ago2 pourrait entraver la liaison d’une autre protéine qui favorise la dégradation d’Ago2,  par  exemple  une protéine Ubiquitine  ligase;  ou  au  contraire  recruter  une protéine connue pour stabiliser Ago2, telle que la propyl‐4‐hydroxylase collagène I.  
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II. Mise en évidence d’un nouveau mécanisme, permettant à un ARNm de résister à 
l’inhibition générale de la traduction sous stress   Cette étude nous a également permis d’identifier un nouveau mécanisme par  lequel un ARNm résiste  à  l’inhibition  générale de  la  traduction  sous  stress,  impliquant  l’action  concertée d’une protéine de  liaison  aux ARNm et  d’un miARN. Nous montrons  en  effet,  que  l’augmentation de l’expression de rhoB sous UV est, en partie la conséquence d’une régulation de sa traduction qui implique  l’action  interdépendante  de  HuR  et  miR‐19  (Figure  6d,  article).  La  notion  qu’une protéine de  liaison aux ARNm et qu’un miARN puissent réguler  la  traduction d’un ARNm sous stress  existe  déjà.  Il  a  par  exemple  été  montré  que  la  protéine  FXR1  est  responsable  du changement  d’activité  du  miARN  miR‐369‐3,  d’un  rôle  répresseur  traductionnel  à  un  rôle activateur  de  la  traduction  du  transcrit  de  tnfα  dans  des  cellules  quiescentes,  lors  d’une privation en sérum (Vasudevan and Steitz 2007a). Quant à la protéine HuR, en se liant au niveau d’une  séquence  ARE,  elle  permet  de  lever  la  répression  traductionnelle  de  l’ARNm  de  cat­1 exercée  par  miR‐222,  lors  d’une  privation  en  sérum.  Cet  effet  est  accompagné  d’une délocalisation de l’ARNm de cat­1 des P‐Bodies vers les polysomes (Bhattacharyya et al. 2006a). Notre étude montre que HuR peut réguler  la  traduction d’un ARNm sous stress d’une manière différente : sous UV, la dissociation de HuR et du complexe miRISC associé à miR‐19 permet de lever la répression traductionnelle de l’ARNm de rhoB  induite par HuR et miR‐19 (Figure 2a et 6a , article). La variation de l’expression des miARN est impliquée dans de nombreux processus biologiques (§  III.2.2.1), pourtant, nous montrons dans cette étude que  l’expression de miR‐19 est  inchangée  sous  UV  (Figure  5,  article),  bien  que  miR‐19  joue  un  rôle  dans  la  réponse apoptotique  induite par  les UV  (Figure 7  et  S11,  article). Une  autre  étude montre qu’un  autre miARN, miR‐208 est impliqué dans le remodellement du tissu cardiaque et dans le contrôle de la pression artérielle, sans qu’aucune variation de son expression ne soit observée (van Rooij et al. 2007).  Ces  exemples  soulignent  la  nécessité  d’élargir  à  présent  les  pistes  de  recherche  pour étudier  l’implication  des  miARN  dans  les  processus  physiologiques  ou  pathologiques,  en  ne recherchant pas uniquement des variations de leur expression mais aussi des modifications de leur association sur les ARNm cibles ou des variations de leur activité.  Pour  poursuivre  ce  travail,  il  serait  intéressant  de  comprendre  comment  le  complexe miRISC, associé à miR‐19 et HuR, est dissocié de l’ARNm de rhoB sous UV. Plusieurs hypothèses peuvent être envisagées :  (i)  La  liaison  de  HuR  sur  l’ARNm  de  rhoB  pourrait  être  régulée  par  des  modifications  post‐traductionnelles de HuR,  sous UV. En effet,  plusieurs  études  reportent que différentes kinases activées  en  réponse  aux  dommages  à  l’ADN  peuvent  modifier  les  fonctions  de  HuR  par phosphorylation en influençant sa localisation cellulaire ou son association sur des ARNm cibles (Figure 31)(Kim, H. H.  et  al.  2010). Par  exemple,  il  a  été  reporté que  la phosphorylation de  la 
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sérine 318 située au niveau du domaine RRM3 de HuR, par la kinase PKCδ, augmente son affinité pour  ses ARNm cibles  (Doller et  al. 2010). Une autre phosphorylation de HuR au niveau de  la sérine 100 par la kinase chk2, est associée à une augmentation de la liaison de HuR sur l’ARNm de  c­myc  (Liu,  L.  et  al.  2009; Masuda  et  al.  2011).  Cependant  une  autre  étude montre  que  la phosphorylation de la même sérine 100 de HuR par chk2, lors d’un stress oxydatif provoque une diminution  de  la  liaison  de HuR  sur  l’ARNm de  sirt­1  (Abdelmohsen  et  al.  2007).  De  plus,  un article  très  récent  montre  que  HuR  est  également  phosphorylée,  après  une  exposition  aux radiations ionisantes par la kinase chk2, et cet effet est accompagné de la dissociation de HuR de plusieurs  ARNm  codant  des  protéines  impliquées  dans  les  mécanismes  d’apoptose  ou  de prolifération cellulaire (Masuda et al. 2011). Ces exemples illustrent que la spécificité de liaison de  HuR  pour  un  ARNm  cible  est  dépendante  probablement  des  modifications  post‐traductionnelles de cette protéine, mais aussi des séquences spécifiques, de type séquence ARE, présentes sur les ARNm cibles. De manière intéressante, il a été mis en évidence que la liaison de HuR au niveau d’un ARNm cible dépend également du contexte cellulaire (Calaluce et al. 2010). Cette observation peut s’expliquer par des différences de modifications post‐traductionnelles de HuR,  ou  par  le  fait  que HuR  puisse  être  associée  à  différentes  protéines  au  sein  du  complexe mRNP.  
  
Figure 31 :  Sites de phosphorylation de HuR par  les kinases  activées par  les dommages à  l’ADN. Représentation schématique des domaines structuraux de HuR avec ses trois domaines RRM (Recognition RNA Motif) et  son domaine central  contenant  la séquence HNS (HuR Nucleocytoplasmique Shuttling) et des différents sites de phosphorylation de HuR par les différentes kinases (D’après Kim, 2010).  
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Il est aussi envisageable qu’une autre protéine, non identifiée dans cette étude, complexée avec HuR  soit  régulée.  En  effet,  il  a  été montré  que Akt2  est  responsable  de  la  phosphorylation de Pitx2, une protéine qui est associée à HuR pour réguler la stabilité de l’ARNm de la cyclin D1. Or la  phosphorylation  de  Pitx2,  lors  de  la  différenciation  cellulaire,  provoque  la  dissociation  du complexe  HuR/  Pitx2/  ARNm  cyclin  D1  et  par  conséquent  la  diminution  de  l’expression  de l’ARNm cyclin D1 (Gherzi et al. 2010).  (ii)  La  seconde  possibilité  est  que  la  protéine  Ago2  pourrait  également  être  régulée  par  des modifications  post–traductionnelles  sous  UV.  Plusieurs  études  démontrent  que  l’expression d’Ago2, et par conséquent son rôle dans la régulation de l’expression des gènes par les miARN, peut  être  modifiée  par  différents  mécanismes,  incluant  sa  stabilisation  par  la  protéine chaperonne HSP90  (Johnston  et  al.  2010)  ou  par  hydroxylation  au  niveau  de  proline  700  qui stabilise  la protéine Ago2 et  augmente  sa  localisation  au niveau des P‐bodies  (Qi  et  al.  2008). Ago2 peut également être ubiquitinylée par la protéine TRIM71 et dégradée par le protéasome, ce qui a pour conséquence de supprimer la répression de l’expression des gènes par les miARN (Rybak  et  al.  2009).  Le  recrutement  d’Ago2  au  niveau  des  P‐Bodies  est  également  observé lorsque Ago2 est phosphorylée au niveau de la sérine 387, en réponse au stress, après activation de  la  voie  MAPK/P38  kinase  (Zeng,  Y.  et  al.  2008).  Une  autre  étude  récente  montre  que  la phosphorylation  de  la  tyrosine  Y529  au  niveau  du  domaine  MID  d’Ago2,  crée  une  charge négative  répulsive  qui  empêche  la  liaison  correcte  d’un  petit  ARN  5’  phosphate  chargé négativement  au  niveau Ago2  (Rudel  et  al.  2010).  Il  est  donc  envisageable  que  l’activation  de voies de signalisation sous UV, phosphoryle Ago2 et modifie ainsi le chargement des miARN au sein du complexe miRISC.  Par  ailleurs,  des  travaux  récents  ont  permis  d’identifier  une  nouvelle  classe  de  petits  ARN, appelés les tsRNA de type II, qui proviennent du clivage de la RNAse Z ou de la terminaison de la transcription par l’ARN polymérase III et qui peuvent s’ associer à Ago2. Les auteurs suggèrent l’existence de compétition entre les tsRNA et les miARN pour leur liaison sur Ago2 (Haussecker et  al.  2010),  de  la  même  manière  qu’il  a  été  montré  que  les  miARN  peuvent  entrer  en compétition  avec  des  shARN  pour  leurs  liaisons  au  niveau  du  récepteur  d’export  nucléaire, l’exportine  5  (Grimm  et  al.  2006).  Il  est  intéressant  de  noter  que  la  transcription  par  ARN polymérase  III  est  induite  par  certains  stress  (Liu, W.  M.  et  al.  1995).  De  plus,  un  lien  entre l’augmentation de  la  transcription des  tRNA et  le cancer a été démontré  (Marshall et al. 2008; Pavon‐Eternod et al. 2009). Il est donc envisageable que sous UV, on observe une augmentation de ces petits tsRNA, liée à la transcription par la polymérase III, qui modifie l’activité de miR‐19 en  s’associant  de  manière  compétitive  à  Ago2,  permettant  ainsi  de  lever  l’inhibition  de  la traduction de l’ARNm de rhoB, exercée par miR‐19. 
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(iii)  Il  est  aussi  possible  que  la  dissociation  du  complexe  HuR/miRISC/miR‐19  soit  la conséquence de  la  régulation d’un autre composant du complexe miRISC,  comme par exemple une DExD/H ARN hélicase,  ou  une  protéine  telle  que  Importine  8  ou HSP90,  qui  empêcherait l’association de miR‐19 à Ago2 ou la liaison du complexe miRISC sur l’ARNm de rhoB sous UV. De manière  intéressante  la protéine chaperonne HSP90 est  impliquée dans  la réponse cellulaire à différents stress environnementaux et génotoxiques (Whitesell et al. 2003; Bagatell et al. 2005; Dote et al. 2006). L’intérêt d’étudier le rôle de HSP90 dans la réponse au stress génotoxique liée à l’action des miARN, est soutenu par le fait que plusieurs études cliniques de phase I ou II, ont montré  un  effet  bénéfique  thérapeutique  des  inhibiteurs  de  HSP90  dans  plusieurs  types  de cancers (Hanson et al. 2009; Kabakov et al. 2010 ; Kang et al. 2010 ; Pacey et al. 2010 ; Sequist et al. 2010 ; Vaishampayan et al. 2010). (iv) Enfin, un autre facteur inconnu pourrait se lier au niveau de la séquence cis‐régulatrice de l’ARNm de rhoB et empêcher ainsi l’interaction de l’ARNm de rhoB avec le complexe miRISC ou avec HuR.  
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III. Régulation post –transcriptionnelle de rhoB dans un contexte tumoral  Plusieurs  études montrent que  l’expression de RhoB est diminuée dans un  certain nombre de cancers,  notamment  dans  les  cancers  pulmonaires,  où  cette  perte  d’expression  est proportionnelle au stade d’avancement de la maladie (Mazieres et al. 2004), mais aussi dans les cancers de la sphère ORL (Adnane et al. 2002) et dans les glioblastomes (Forget et al. 2002). Des études  concernant  la  régulation  transcriptionnelle  de  rhoB  (Tovar  et  al.  2003; Mazieres  et  al. 2007) ont été réalisées au sein de  l’équipe du Pr. Gilles Favre, mais aucune altération de cette régulation  ne  semble  pouvoir  expliquer  de manière  exhaustive  les  variations  d’expression  de RhoB  observées  dans  les  tissus  tumoraux.  Nos  travaux  nous  ont  permis  d’identifier,  dans différentes  lignées  cellulaires,  de  nouveaux  facteurs  régulant  négativement  l’expression  de RhoB, dont deux protéines de liaison aux ARNm HuR et TIAR, ainsi que les miARN, miR‐19, miR‐30a  et  miR‐30c.  Nous  émettons  donc  l’hypothèse  que  la  surexpression  de  ces  facteurs  post‐transcriptionnels pourrait être responsable de la diminution de l’expression de RhoB observée dans  certaines  tumeurs.  Cette  idée  est  soutenue  par  plusieurs  données  de  la  littérature,  plus spécifiquement  pour  HuR  et  miR‐19.  Tout  d’abord,  il  existe  une  forte  corrélation  entre l’expression  de  HuR  et  les  cancers.  Le  gène  humain  de  HuR  est  localisé  sur  le  chromosome 19p13.2,  un  locus  associé  à  de  nombreuses  translocations  oncogéniques  dans  les  tumeurs humaines  (Ma  et  al.  1997).  Des  analyses  de  «  tissue  array  »  mettent  en  évidence  une surexpression  de HuR  dans  la majorité  des  tissus  cancéreux  examinés  par  rapport  aux  tissus sains (Lopez de Silanes et al. 2003). Plusieurs études reportent plus précisément un lien entre la surexpression de HuR, associée dans certains cas à sa délocalisation cytoplasmique, et  le stade d’avancement de la malignité dans les cancers du sein, du colon, du poumon et de l’ovaire (Lopez de Silanes et al. 2003; Heinonen et al. 2005; Heinonen et al. 2007; Brosens et al. 2008; Lim, S. J. et al. 2009; Wang, J. et al. 2009a; Yoo et al. 2009; Raspaglio et al. 2010 ; Wang, J. et al. 2010a). La surexpression de HuR augmente la croissance des cellules cancéreuses de colon dans un modèle de xénogreffe de souris nude (Lopez de Silanes et al. 2003). Et, inversement, l’inhibition de HuR, in  vivo  ou  in  vitro,  diminue  la  croissance  cellulaire  des  cellules  tumorales,  inhibe  leur prolifération  et  induit  leur  apoptose  (Danilin  et  al.  2010).  Une  étude  récente  montre  que  la phosphorylation  de  HuR  au  niveau  de  la  sérine  318,  pourrait  également  favoriser  la carcinogénèse  du  cancer  du  colon,  en modifiant  la  liaison  de  HuR  sur  ces  ARNm  cibles  et  en augmentant ainsi la prolifération et la migration des cellules tumorales (Doller et al. 2011). HuR régule de nombreux ARNm codant des protéines impliquées dans l’augmentation de la division cellulaire, dans la résistance à l’apoptose, dans la maintenance de l’angiogénèse, dans l’invasion et  la  formation de métastases, ainsi que dans  l’échappement des cellules à  la réponse  immune antitumorale (Lopez de Silanes et al. 2005) (Figure 32). En régulant de manière coordonnée ces 
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différents  transcrits,  HuR  pourrait  jouer  un  rôle  considérable  sur  l’acquisition  du  phénotype cancéreux des cellules.  
 
Figure 32 : Implication de HuR dans la cancérogenèse. HuR, en s’associant et en régulant l’expression de  différents  ARNm  impliqués  dans  les  processus  de  prolifération,  d’invasion,  de  métastases,  d’angiogénèse, de survie et d’échappement de la réponse immunitaire antitumorale,  joue un rôle central dans  l’oncogénèse. * HuR diminue  la  traduction de ces  transcrits  (c­myc et p27) ou  l’association de HuR pour l’ARNm de TSP1 est diminuée dans les cancers (d’après Abdelmohsen, 2010).  Quant au miARN miR‐19, il est situé sur le locus miR‐17‐92 qui code pour six miARN (miR‐17‐5 ; miR‐18a  ;  miR‐19a  ;  miR‐20a,  miR‐19b  et  miR‐92),  exprimés  à  partir  d’un  même  transcrit primaire. Les miARN du polycistron miR‐17‐92 ont été identifiés comme étant potentiellement oncogéniques (He et al. 2005). Le locus miR‐17‐92 est en effet localisé dans la région 13q31‐32 fréquemment  amplifiée  dans  plusieurs  types  de  lymphomes  et  de  tumeurs  solides  (poumon, colon, gliomes) où, par conséquent, on observe une surexpression de ces miARN (Ota et al. 2004; Hayashita  et  al.  2005;  Rinaldi  et  al.  2007;  Diosdado  et  al.  2009;  Ernst  et  al.  2010).  Plusieurs études montrent que miR‐19 est essentiel pour l’activité oncogénique du cluster 17‐92 (Olive et al.  2009; Mavrakis  et  al.  2010). miR‐19  est  également  retrouvé dans  une  signature  de miARN caractéristique  des  stades  angiogéniques  des  cancers  (Olson  et  al.  2009).  Or,  les  études  du laboratoire  suggèrent  que  la  perte  d’expression  de  RhoB  dans  les  tumeurs,  modifie  les propriétés invasives et angiogéniques des cellules tumorales (Bousquet et al. 2009).  Ainsi nos résultats, associés à ces données bibliographiques, nous permettent de penser que la diminution  de  l’expression  de  RhoB  dans  les  cancers  pourrait  être  une  conséquence  de  la 
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surexpression  de  miR‐19  et  de  HuR.  Nous  envisageons  donc  d’analyser  la  corrélation  entre l’expression  de  RhoB  et  celle  de  HuR  et  de miR‐19  sur  une  cohorte  de  patientes  atteintes  de cancers  ovariens  et  étudier  également  la  localisation  cytoplasmique  et  le  statut  de phosphorylation de HuR entre les tissus sains et les tissus cancéreux. Par ailleurs notre étude montre que miR‐19 et HuR, en régulant l’expression de rhoB, contrôlent l’apoptose induite par les UV. Or, dans un contexte tumoral, RhoB est capable de sensibiliser les cellules  transformées  à  l’apoptose  induite  par  certaines  drogues  cytotoxiques  (Liu,  A.  et  al. 2000a; Liu, Ax et al. 2001). Une étude récente montre également que  l’expression de RhoB est diminuée  dans  des  cellules  de  carcinome  humain  laryngé  résistantes  au  cisplatine  (Cimbora‐Zovko  et  al.  2010). De plus  la  réexpression de RhoB  in  vitro  augmente  l’apoptose des  cellules cancéreuses et la réexpression in vivo inhibe la croissance de xénogreffes de tumeurs ovariennes chez  la  souris  (Couderc  et  al.  2008).  Il  serait  donc  intéressant  d’étudier  d’une  part  si  la réexpression de RhoB,  en  inhibant HuR et miR‐19 dans des  cellules  tumorales  résistantes aux chimiotoxiques,  permettrait  de  sensibiliser  ces  cellules  aux  traitements ;  et  d’autre  part d’étudier s’il existe une corrélation entre l’expression de miR‐19 et/ ou de HuR et la réponse aux traitements sur une cohorte de patients.                     
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Annexe Tableau : Facteurs d’initiation de la traduction.  
Nom du facteur de 
l’Initiation 
Nombre de sous 
unités et masse 
moléculaire (kDa) 
Fonction 
Facteurs canoniques     eIF2  3 (36,1 ; 38,4 et 51,1)  Forme le complexe ternaire eIF2‐GTP‐Met tRNAi, qui se lie à la sous‐unité ribosomique 40S eIF3  13 (800 au total)  Se  lie  à  la  sous‐unité  40S,  et  aux  facteurs  eIF1,  eIF4G,  eIF5 ; favorise l’attachement du complexe 43S à l’ARNm et assiste le processus de balayage des ribosomes ;  favorise  la dissociation des  ribosomes  et  empêche  la  jonction  des  sous‐unités  40S  et 60S eIF1  1 (12,7)  Assure la fidélité de la sélection du codon d’initiation ; favorise le processus de balayage ; stimule  la  liaison de eIF2‐GTP‐Met‐tRNAi à  la  sous‐unité 40S ; empêche  l’hydrolyse du GTP  lié au facteur eIF2, induit par eIF5 eIF1A  1 (16,5)  Stimule la liaison de eIF2‐GTP‐Met tRNAi à la sous‐ unité 40S et coopére avec eIF1 pour faciliter le balayage des ribosomes et la sélection du codon d’initiation. eIF4E  1 (24,5)   Se lie à la coiffe des ARNm eIF4A*  1 (46,1)  ATPase DEAD‐box  et RNA hélicase ATP‐dépendante :  favorise le déroulement des structures secondaires de l’ARNm eIF4G**  1 (175,5)  Se  lie  à  eIF4E,  eIF4A,  eIF3  et  augmente  l’activité  hélicase  de eIF4A eIF4F  3 (246,1 au total)  Complexe  de  liaison  à  la  coiffe  des  ARNm,  comprenant  les facteurs  eIF4E,  eIF4A  et  eIF4G ;  permet  le  déroulement  de  la région  proximale  5’UTR  des  ARNm ;  favorise  la  liaison  du complexe  43S  au  niveau  de  la  coiffe  et  assiste  les  ribosomes dans le processus de balayage de la région 5’UTR des ARNm eIF4B  1 (69,3)  Protéine de  liaison aux ARNm qui augmente  l’activité hélicase de eIF4A eIF4H  1 (27,4)  Protéine de  liaison aux ARNm qui augmente  l’activité hélicase de eIF4A et qui est un homologue du fragment de eIF4B eIF5  1 (49,2)  Protéine qui possède une activité GTPasique, spécifique pour le facteur  eIF2  lié  au  GTP ;  induit  l’hydrolyse  du  GTP  lié  à  eIF2 lors de la reconnaissance du codon d’initiation eIF5B  1 (138,9)  Une  GTPase  dépendante  des  ribosomes,  qui  favorise l’association des sous‐unités ribosomiques eIF2B  5 (33,7 ; 39 ; 50,2 ; 59,7 et 80,3)  Une  GEF  (guanosine  nucleotide  exchange  factor)  qui  favorise l’echange de GTP en GDP du facteur eIF2 
Facteurs auxiliaires     eIF6  1 (26,6)  Facteur  qui  se  lie  sur  la  sous‐unité  ribosomique  60S,  et  qui empêche sa liaison à la sous‐unité 40S PABP  1 (70,7)   Se  lie  à  la  queue  poly  (A)  des  ARNm,  à  eIF4G  et  eRF3 ; augmente  la  liaison de eIF4F à  la  coiffe des ARNm ;  facilite  le recrutement des sous‐unité 40S, après  l’étape de terminaison, au niveau de l’extrémité 5’UTR des ARNm  eiF,  eukaryotic  initiation  factor ;  PABP,  Poly(A)‐binding  protein ;*  deux  paralogues  (eIF4AI  et  eIF4AII)  qui  sont  codés  à  partir  de différents  gènes mais qui  présentent des  fonctions  similaires ;** deux paralogues  (eIF4GI  et  eIF4GII)  )  qui  sont  codés  à partir  de différents gènes, qui présentent des fonctions similaires mais une affinité différente en fonction de l’ARNm. eIF4GI est généralement le plus abondant dans les cellules (D’après Jackson R J 2010).  
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Annexes techniques 
 
 Culture cellulaire 
 
Lignées cellulaires   Les cellules de kératinocytes humains immortalisées (HaCat), de carcinome pulmonaire humain (A549),  sont  cultivées  dans  du  milieu  Dulbecco’s  modified  Eagle’s  (DMEM)  (invitrogen) contenant 4,5 g de glucose et supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, invitrogen). Les cellules cancéreuses mammaires (MCF7) sont cultivées dans du milieu DMEM, supplémenté avec  5%  de  SVF.  Les  cellules  d’adénocarcinome  ovarien  humain  (OVCAR‐3),  (SKOV‐3)  et (IGROV‐1) sont cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial  Institut medium (RPMI)‐1640 (Lonza),  supplémenté  avec  10  %  de  SVF.  Les  primo‐cultures  de  kératinocytes  humains  sont réalisées  à  partir  d’explants  cutanés  correspondants  aux  déchets  opératoires  de  diminutions mammaires  (BOH2‐Hôpital  Rangueil‐Toulouse).  L’épiderme  est  prélevé  puis  incubé  dans  une solution  de  PBS‐trypsine  0,25%  pendant  une  nuit.  Les  cellules  sont  ensuite  dissociées mécaniquement  et  mises  en  culture  dans  du  milieu  KSFM  (invitrogen)  supplémenté  avec  de l’extrait  pituitaire  bovin  (25µg/ml)  et  de  EGF  recombinant  (1,5ng/ml).  Les  lignées  sont maintenues sous une atmosphère contenant  5% de CO2 et 95 % d’humidité, à une température de 37°C. Les  différents  types  cellulaires  ci‐dessus  sont  cultivés  avec  deux  passages  par  semaine.  Les cellules HaCat  n’ont  jamais  été  utilisées  à  plus  de  20  passages  cellulaires  pour  les  différentes expériences. Pour obtenir à confluence, environ 4 million de cellules dans une flasque T75 (75 cm2),ensemencer 400000 cellules le lundi pour le vendredi pour les HaCat, les MCF7, les OVCAR‐3 et les IGROV‐1 ; 300000 cellules pour les SKOV‐3 ; et 200000 cellules pour les A549. Les  cellules HaCat  sont  très  adhérentes.  Pour  passer  les  cellules HaCat,  laver  les  cellules  avec 5ml de PBS, aspirer, puis incuber les cellules 10 minutes à 37°C avec 1,5 ml de trypsine, décoller les cellules en tapant sur les boîtes et récupérer les cellules dans 10 ml de PBS dans un falcon 15 ml,  centrifuger  les  cellules  à  la  vitesse  de  800  rpm  pendant  5  minutes,  reprendre  le  culot cellulaire  avec 10 ml de milieu de  culture  complet,  compter  les  cellules,  puis  ensemencer  à  la concentration adéquate pour l’entretien cellulaire ou pour les expériences.  Congélation et décongélation des cellules  Congélation :  ‐ Trypsiner les cellules ‐  Reprendre  les  cellules  dans  10 ml  de  PBS  dans  un  falcon,  centrifuger  à  800  rpm  pendant  5 minutes 
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‐ Reprendre le culot cellulaire par 10 ml de milieu complet, auquel on a ajouté 10 % de DMSO ‐ Compter les cellules et répartir les cellules dans les ampoules de congélation dans un volume (<  1,5  ml),  contenant  environ  1,5  millions  de  cellules  (indiquer  sur  les  ampoules  le  type cellulaire, le passage, la date de congélation). ‐ Mettre les ampoules dans une boîte de congélation contenant de l’isopropanol , mettre la boîte une nuit à ‐80°C , puis ranger les ampoules dans l’azote liquide  Décongélation : ‐ Préparer  une  flasque  de  T25  avec  10  ml  de  milieu  complet  et  laisser  la  flasque  dans l’incubateur pendant 30 minutes à 37°C ‐ Sortir rapidement l’ampoule de l’azote liquide et la décongeler rapidement dans le bain marie préchauffé à 37°C ‐ Verser le contenu de l’ampoule dans la flasque T25 préparée ‐ Laisser adhérer 4 à 6 heures dans  l’incubateur, puis changer  le milieu pour éliminer  le DMSO résiduel, qui est toxique.  
Irradiation aux UV   Les cellules sont privées en sérum, 24h avant l’exposition aux UV. Pour l’irradiation, le milieu est remplacé par du tampon phosphate (PBS), les cellules sont exposées soit aux UVC (60 J/m2) soit aux  UVB  (400J/m2)  en  utilisant  respectivement  les  systèmes  de  lampes  UV  stratalinker  (254 nm ; stratagene) et UVB RMX3W (312 nm ; Biosun). Après l’irradiation, le PBS est remplacé par le milieu DMEM 10% de SVF initial et les cellules sont incubées à 37°C pendant 8h. 
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Transfection transitoire  
 
 
Transfection transitoire d’oligonucléotides  Pour  transfecter  les  anti‐miR,  les  précurseurs  synthétiques  de  miARN  et  les  siARN,  nous utilisons  le protocole de reverses transfection en utilisant l’agent transfectant Lipofectamine TM RNAimax (Invitogen), qui ne nécessite pas de faire adhérer au préalable les cellules. Les  anti‐miR  et  les  siARN  sont  conservés  dans  de  petits  aliquots  de  25  µl  à  ‐20°C  à  la concentration de 20 µM, alors que les précurseurs de miARN sont concervés à ‐20°C sous forme d’aliquots dont la concentration est de 2 µM. Le  protocole  qui  figure  dans  le  tableau  ci‐dessous  a  été  établi  pour  transfecter  1  million  de cellules dans des boîtes de diamètre 100 (56,7 cm2), pour une concentration finale de 20 nM de siARN, 50nM d’anti‐miR, 5 nM de précurseur synthétique de miARN. Mais il peut être adapté en fonction du nombre de cellules transfectées et de la concentration finale voulue de siARN, d’anti‐miR ou de précurseur de miARN.   Dans un eppendorf 15 ml, mélanger : ‐ le volume indiqué de siARN, d’anti‐miR ou de précurseur de miARN ‐ ajouter le volume indiqué de milieu optimen  ‐ puis celui de RNAimax ‐ mélanger et incuber 20 minutes à température ambiante  Après l’incubation, déposer les 2 ml du mélange au fond de la boîte de culture, puis déposer 8 ml de  milieu  de  culture  contenant  1  million  de  cellules  par  boîte  de  diamètre  100.  Mélanger doucement, puis remettre les boîtes dans l’incubateur.   Concentration finale  Volume de siARN à prélever (µl)  Volume d’optimen (ml)  Volume de RNAi max (µl)   C initiale 20 µM     Anti‐miR (50 nM)  25  2  25 siARN (20 nM)  10  2  25   C initiale 2µM     Précurseur de miARN (5 nM)  25  2  25   
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Transfection transitoire de plasmides et mesure de l’activité luciférase 
 
 Les constructions plasmidiques (1,5µg) sont transfectées transitoirement dans des boîtes de 12 puits,  ensemencées  la  veille  à  la  densité  de  75  000  cellules  par  puits  dans  1ml  de milieu,  en utilisant  comme  agent  transfectant  le  jetPeI  (Polyplus‐transfection).  Ci  dessous  est  décrit  le protocole de transfection pour des boîtes 12 puits. ‐ Préparer un premier mélange de NaCl / jetPeI NaCl : 50 µl / puits * nt =50*16 = 800 µl JetPei : 4 µl / puits * nt = 4*16 =64 µl nt= nombre de puits totaux =16 dans cet exemple ‐  Préparer  un  mélange  de  solution  plasmidique,  en  utilisant  un  tube  par  construction plasmidique.  Le  tableau  ci  dessous  décrit  la  procédure  dans  le  cas  de  deux  constructions différentes transfectées dans 8 puits, pour chacune des constructions (n=8).        Tube 1 : Construction A  Tube 2 : Construction B NaCl  (µl)  50*n=50*8= 400 µl  50*n=50*8= 400 µl Plasmide contrôle LucF  (0,05 µg/ µl)  16*n=16*8=128 µl  16*n=16*8=128 µl Plasmide d’intérêt lucR  (0,2 µg/ µl)  8*n=8*8=64 µl  8*n=8*8=64 µl Mix JetPeI  432µl  432 µl  ‐ Incuber 15 minutes à température ambiante et distribuer 128 µl du mélange par puits.  Les cellules sont arrêtées 24h après la transfection, lavées avec du PBS, et lysées avec 200 µl par puits  de  Passive  Lysis  Buffer  1X  (Promega)  pendant  30  min  à  température  ambiante  sous agitation.  Les  activités  luciférases  renilla  et  firefly  de  30  µl  de  chaque  lysat  sont  mesurées simultanément avec un  luminomètre  (MicroLumat Plus LB 96V, Berthold),  à  l’aide du kit Dual Luciferase Assay (Promega).  
210  
 
Immunoprécipitation des ARNm  
 
RNA Immunoprécipitation (RIP) sans crosslink  
 Prévoir 20 à 30 millions de cellules par condition, selon le type cellulaire. Toutes les étapes de cette expérience sont réalisées à 4°C   Précautions à prendre pour la plupart des étapes, où l’on doit déposer 20µl de billes par tubes : ‐ pour déposer 20 µl de billes par tube, prélever à l’aide d’un cône coupé avec un scalpel stérile, le volume nécessaire en fonction du volume de tampon avec lequel on a repris les billes ‐ centrifuger brièvement ensuite tous les tubes et vérifier que le volume de billes soit identique dans chacun des tubes.   
 Lyse des cellules ‐ Faire 2 lavages avec du PBS froid, puis gratter les cellules dans le PBS ‐ Récupérer les cellules décollées dans le PBS, dans un falcon 50 ml ‐ Centrifuger les échantillons à 900 rpm pendant 5 minutes à 4°C ‐  Aspirer  le  surnageant  et  reprendre  le  culot  cellulaire  avec  750  µl  de  Cold  Lysis  Buffer,  puis transférer dans des eppendorfs (Cold Lysis Buffer : 25 mM Tris‐HCl ph 7,4 ; 150 mM KCl ; 0,5% NP‐40 ; 2mM EDTA ; 1mM NaF auquel on ajoute extemporanément 0,5mM DTT ; 1X Inhibiteur de protéase) ‐  Incuber 30 minutes à 4°C, puis centifuger à 10000 g pendant 10 minutes à 4°C,  récupérer  le surnageant et ajouter 5 µl de RNAsin (Promega ; 40 UI/ ml) par échantillon. A cette étape, il est possible de stocker  les échantillons à ‐80°C, après congélation rapide dans  l’azote  liquide pour maintenir les interactions protéines/ARN.   
Préparation des billes ‐ Calculer le nombre de billes nécessaires pour l’ensemble de l’expérience (IP et préclearing), en utilisant 20 µl de billes Agarose A/G+ (TEBU) par condition (une condition  ici correspond à un traitement cellulaire et à un anticorps) ‐ Prélever un peu plus en fonction du volume mort indiqué par le fournisseur 
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‐ Prélever la quantité de billes calculée avec un bout de cône coupé à l’aide d’un scalpel propre                      ‐ Centrifuger à 5000 rpm pendant 1 minute et retirer le surnageant ‐  Faire  un  premier  lavage  à  l’eau,  centrifuger  et  retirer  le  surnageant,  puis  faire  de  manière similaire  deux  autre  lavages  avec  le  tampon de  lavage  (300mM KCl ;  50 mM Tris‐HCl  ph  7,4 ; 1mM MgCl2 ; 0,1% NP40), retirer le surnageant et bloquer les billes avec du tRNA (5µg/µl) et de la BSA (1µg/µl) dans du tampon de lavage pendant 5h à 4°C sur une roue ‐ Centrifuger à 5000 rpm pendant 1 minute et retirer le surnageant, puis refaire 2 lavages avec le tampon de lavage. ‐ Après le dernier lavage, ajouter un volume de tampon de lavage équivalent au volume de billes 
 
Préclearing des extraits cellulaires Cette étape permet de réduire les interactions non spécifiques  entre les extraits cellulaires et les billes d’Agarose.  ‐ Incuber la totalité des extraits d’une condition pendant 30 minutes à 4°C sur une roue dans un eppendorf contenant 20 µl de billes bloquées préalablement  ‐  Centrifuger  ensuite  les  tubes  à  10000  rpm  pendant  5  minutes  à  4°C,  puis  récupérer  les surnageants et doser les extraits protéiques ‐ Calculer le volume nécessaire pour 1mg d’extrait par condition ‐ Prélever 1/10 du volume pour l’input (contôle RT‐qPCR) et un volume correspondant à 15 µg pour le contrôle input du Western‐Blot et stocker ces échantillons à ‐80°C 
 
 
Incubation des anticorps sur les billes ‐ 20 µl de billes par condition sont préincubées avec 15 µg d’anticorps  (Igg1 (Sigma) ; HuR 3A2 (Santa Cruz) ou Ago2 clone  2E12‐1C9 (TEBU)) dans 150 µl de Cold Lysis Buffer à 4 °C pendant 16h00 sur une roue tournante ‐ Centrifuger ensuite les tubes à 10000 rpm pendant 5 minutes à 4°C, enlever le surnageant ‐ Faire ensuite 2 lavages avec le tampon Cold Lysis Buffer pour enlever l’excès d’anticorps 
 
Immunoprécipitation  (Incubation des billes contenant l’anticorps avec les lysats 
cellulaires) Par condition, ajouter 1mg d’extrait cellulaire dosé après le préclearing, aux billes sur lesquelles 15 µg d’anticorps ont été fixés, compléter avec du tampon de lyse pour obtenir un volume final de 500 µl, et incuber toute une nuit à 4°C sur une roue tournante.  
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Lavages des billes  Le lendemain, ‐ Centrifuger à 5000 rpm pendant 5 min, prélever le surnageant et le stocker à ‐80 °C (contrôle de la fraction non liée) ‐ Faire 7 lavages avec le tampon de lavage, lors du septième lavage prélever 1/10 des billes pour le contrôle IP du Western Blot et les conserver à ‐80°C ‐ Faire un dernier lavage des billes restantes avec du PBS  
Digestion par la protéinase K ‐ Après la dernière centrifugation des lavages, jeter le surnageant et reprendre les billes par 150 µl de PBS contenant 0,5% de SDS, ajouter 15 µg de protéinase K et incuber 30 minutes à 37 °C ‐ Centrifuger à 10000 rpm pendant 3 minutes et récupérer le surnageant dans un nouveau tube.  
Extraction des ARN au trizol LS (voir protocole)  
Traitement des ARN à la  TurboDNAse RNAse Free   Après avoir repris le culot d’ARN par 41µl H20 RNAse free, ajouter 0,5 µl de DTT (0,1M), 5µl de tampon Turbo DNAse 10 X buffer , 2,5µl de Turbo DNAse (0,25 U /µl) (Ambion), 1 µl RNAsin (40 U/ml)  Incuber à 37 °C pendant 20 minutes (pas plus) Ajouter 100 µl d’H2O RNAse free et inactiver l’enzyme en réalisant une deuxième extraction d’ARN au Trizol LS 
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RNA Immunoprécipitation avec couplage au formaldéhyde 
 
 Couplage in vivo  ‐ Faire 2 lavages avec 10ml de PBS froid pour chaque boîte de diamètre 140 ‐ gratter les cellules dans le PBS et les transférer dans un falcon 50ml ‐ Centrifuger  à 2000 rpm pendant 5 minutes  à  4°C et reprendre le culot cellulaire avec 10 ml de PBS froid par condition ‐ Ajouter le formaldéhyde (Sigma F1635‐500 ml 37 %) 0,5 %V/V (soit 137 µl de formaldéhyde à 37 % dans 10 ml de PBS), incuber 10 min à température ambiante en agitant doucement ‐  Arrêter  la  réaction  en  ajoutant  de  la  glycine  (pH 7;  1,25 M)  pour  obtenir  une  concentration finale de 0,25 M et incuber 5 minutes à température ambiante ‐ Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4° C ‐ Faire 4  lavages au PBS  froid. Faire un denier  lavage,  en ajoutant 500 µl de PBS et  transférer alors le culot cellulaire repris dans le PBS dans un eppendorf  ‐ Centrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C, aspirer le PBS et garder les culots cellulaires.  (après cette étape,  il est possible   de conserver  les culots celullaires à ‐80°C, après congélation rapide dans l’azote liquide ou de faire immédiatement la lyse cellulaire)   
Préparation des billes  Calculer  le nombre de billes A/G + nécessaire pour  l’ensemble de  l’expérience  et préparer  les billes de la même manière que dans le protocole de RNA immunoprécipitation, mais en utilisant comme tampon de lavage du tampon RIPA de lavage à 0,8M NaCl (50mM Tris‐HCl pH 7.4; 1% NP40; 0.5% NaDeoxycolate; 0.05% SDS; 1mM EDTA; 0,8M NaCl)   
Lyse des cellules  Reprendre le culot cellulaire dans 1ml de tampon RIPA à 15O mM NaCl (50mM Tris‐HCl pH 7.4; 1% NP40;  0.5%  NaDeoxycolate;  0.05%  SDS;  1mM  EDTA;  150mM  NaCl,  ajouter  extemporanément  des Inhibiteurs de protéase (1X))  Incuber 30 minutes en chambre froide puis centrifuger à 10000 g  pendant 10 min à 4 °C Récupérer le surnageant et ajouter 5µl RNAsin (40 U/ml) par échantillon  (A cette étape il est possible de congeler rapidement dans l’azote liquide les échantillons puis  de les stocker à ‐ 80°C  ou  de faire le préclearing 
 
 
 
214  
Preclearing  ‐  Incuber  la  totalité des  extraits  (1mg environ) d’une  condition pendant 30 minutes  à 4°C  sur une roue dans un eppendorf contenant 20 µl de billes bloquées préalablement  ‐  Centrifuger  ensuite  les  tubes  à  10000  rpm  pendant  5  minutes  à  4°C,  puis  récupérer  les surnageants et doser les extraits protéiques ‐  Calculer le volume nécessaire pour 1mg d’extrait par condition ‐ Prélever 1/10 du volume pour l’input (contôle RT‐qPCR) et un volume correspondant à 15 µg pour le contrôle input du Western‐Blot et stocker ces échantillons à ‐80°C 
 
Incubation des anticorps sur les billes 20 µl de billes par condition sont préincubées avec 15 µg d’anticorps  (Igg1 (Sigma) ; HuR 3A2 (Santa Cruz) ou Ago2 clone  2E12‐1C9 (TEBU)) dans 150 µl de tampon RIPA à 15O mM NaCl à 4 °C pendant 16 heures sur une roue tournante ‐ Centrifuger ensuite les tubes à 10000 rpm pendant 5 minutes à 4°C, enlever le surnageant ‐ Faire ensuite 2 lavages avec le tampon RIPA à 15O mM NaCl, pour enlever l’excès d’anticorps   
Immunoprécipitation (Incubation des billes contenant l’anticorps avec les lysats cellulaires) Par condition, ajouter 1mg d’extrait cellulaire dosé après le préclearing, aux billes sur lesquelles 15 µg d’anticorps ont été fixés, compléter avec du tampon de lyse pour obtenir un volume final de 500 µl, et incuber toute une nuit à 4°C sur une roue tournante  
 Lavages des billes   Le lendemain, ‐ Centrifuger à 5000 rpm pendant 5 min, prélever le surnageant et le stocker à ‐80 °C (contrôle de la fraction non liée) ‐ Faire 7 lavages avec le tampon de lavage tampon RIPA à 0,8 M NaCl , lors du septième lavage prélever 1/10 des billes pour le contrôle IP du Western Blot et les conserver à ‐80°C ‐ Faire un dernier lavage des billes restantes avec 1 ml H20 RNAse free ‐ Centrifuger les tubes des IP et jeter les surnageants  
Reverse Crosslink  Reprendre les billes avec 120µl d’H2O  Prélever 20µl pour Input non reverse et le conserver à ‐80°C 
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Ajouter 100 µl de tampon 2X reverse buffer (50mM Tris‐Cl pH 7 ; 5mM EDTA; 10mM DTT; 1 ml SDS) au tube IP et un volume de tampon 2X reverse buffer identique au volume prélevé pour les inputs dans les tubes correspondants aux contrôles input pour RT‐qPCR  Incuber à 70 ° C pendant 45 min  
Extraction ARN au trizol LS  
 
Traitement des ARN à la  TurboDNAse RNAse Free   Après avoir repris le culot d’ARN par 41µl H20 RNAse free, ajouter 0,5 µl de DTT (0,1M), 5µl de tampon Turbo DNAse 10 X Buffer , 2,5µl de Turbo DNAse (0,25 U /µl) (Ambion), 1 µl RNAsin (40 U/ml)  Incuber à 37 °C pendant 20 minutes (pas plus) Ajouter 100 µl d’H2O RNAse free et inactiver l’enzyme en réalisant une deuxième extraction d’ARN au Trizol LS  
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Fractionnement nucléo­cytoplasmique des extraits cellulaires  Prévoir 20 à 30 millions de cellules par condition, selon le type cellulaire. ‐ Aspirer le milieu de culture, puis faire 2 lavages avec du PBS froid ‐ Gratter les cellules dans du PBS, et les transférer dans un falcon 50ml  ‐Centrifuger  à 2000 rpm pendant 5 minutes à 4°C et aspirer le PBS ‐ Reprendre le culot cellulaire avec 800µl de PBS froid, transférer les extraits cellulaires dans un Eppendorf et recentrifuger à 2000 rpm pendant 5 minutes  à 4°C ‐ Aspirer le PBS puis reprendre le culot cellulaire dans 400 µl de tampon A     Tampon A                                                                       10mM Hepes KOH, ph=7,5                              10mM KCl                                                        à ajouter extemporanément 1mM DTT ;  1mM PMSF                                                        + inhibiteur de protéase                                    ‐ Incuber 15 min sur glace ‐ Ajouter du NP‐40 à une concentration finale de 0,3% ‐ Incuber 10 min dans la glace ‐ Culotter le noyau par centrifugation à vitesse maximum (1600g) pendant 5min. ‐ Récupérer le surnageant contenant la fraction cytoplasmique dans un nouveau tube et le nettoyer par centrifugation à 1300g pendant 15 min, pour se débarrasser des débris cellulaires ‐  ‐ Récupérer alors le surnageant cytoplasmique dans un nouveau tube ‐ Le culot nucléaire est lavé 2 fois dans 1ml de tampon A et est resuspendu dans 50µl de tampon B  Tampon B                                                                         20mM Hepes KOH, ph 7,5                         400mM NaCl                                                            à ajouter extemporanément 1mM DTT ; 1 mM PMSF                                                             + inhibiteur de  protease                                                   ‐ Incuber 30 min dans la glace en mélangeant chaque 5 min ‐ Les débris nucléaires sont culottés à 13000 g pendant 5min et le surnageant contenant la fraction nucléaire est récupéré dans un  nouveau tube.   
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Fractionnement des polysomes  
Préparation des culots cellulaires  Prévoir 30 à 50 millions de cellules par condition, selon le type cellulaire. Toutes les étapes se réalisent dans de la glace  ‐ Traiter les cellules par de la cycloheximide (CHX) pour obtenir une concentration finale de 100 µg/ml pendant 15 minutes à 37°C, pour cela ajouter 20 µl de CHX (100mg/ml; SIGMA) par boîte de diamètre 140  ‐ Pendant le temps d’incubation, préparer une solution de PBS contenant 100 µg/ml de CHX 
­ Après les 15 minutes de traitement à la CHX, laver 2 fois les cellules avec du PBS contenant 100 µg/ml de CHX ‐ Gratter les cellules dans du PBS contenant 100 µg/ml de CHX (5 ml par boîte de diamètre 140) récupérer les cellules d’une même condition et les regrouper dans un falcon 50 ml (compter le nombre de cellules récupérées) ‐ Centrifuger 5 min à 3000 rpm, aspirer le PBS et conserver le culot cellulaire dans la glace.  
Lyse des cellules  (voir composition des tampons à la fin du document) ‐  Le  volume  final  de  tampon  lyse    doit  être  adapté  par  rapport  à  la  quantité  de  cellules récupérées ‐ Ajouter de la RNAsin (2,5 µl de 40U/µl pour 1ml LSB)                        du DTT (1 µl de DTT 1M pour 1 ml LSB)                       et de la Cycloheximide à 100 µg/ml (1 µL de CHX (100mg/mL SIGMA) pour 1 ml LSB) dans le LSB et le LSB+triton+sucrose qui servira à la lyse des cellules   ‐ Resuspendre et homogénéiser le culot cellulaire dans 400 µl de LSB froid complet (contenant RNAsin, DTT, CHX)  ‐ Placer ces 400µl dans le Dounce (pestle loose, noté A, bien lavé au préalable au SDS et rincer à 
l’eau stérile), et ajouter 400µl de LSB+triton+Sucrose complet (contenant RNAsin, DTT, CHX). ‐  Casser  les  cellules :  faire  10  à  13 mouvements  de  haut  en  bas  avec  le  Dounce  sans  faire  de bulles (plus il y a de cellules, plus il faut faire de mouvements)  ‐ Récupérer le lysat dans un tube eppendorf 1,5 ml, bien rincer le Dounce entre chaque condition ‐ Centrifuger 5 à 10 min à 12000g (10500 rpm) à 4°C. ‐ Récupérer le surnageant, estimer le volume récupéré ‐ Définir un volume final proche du volume récupéré afin d’ajuster les quantités de sel : 
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ajuster  les  concentrations  de  NaCl  à  150  mM  (pour  les  interactions  protéine‐protéine)  et  de MgCl2 à 10 mM (pour la fixation sur les ribosomes) 
départ  100 mM NaCl,  donc  rajouter  l’équivalent  de  50 mM NaCl  par  rapport  au  volume 
final défini, 
départ 3 mM MgCl2 donc rajouter l’équivalent de 7 mM MgCl2 par rapport au volume final 
défini 
ajuster avec du LSB et LSB+triton+sucrose Exemple : Volume de surnageant = 850 µl donc mettre un volume final à 900 µl NaCl (3M) : 15 µl     ((900 x 50.10‐3)/3 MgCl2 (1M): 6,3 µl    ((900 x 7.10‐3)/1 LSB contenant RNAsin, DTT : 14,4 µl LSB+triton+sucrose contenant RNAsin, DTT : 14,4 µl  ‐ Prélever 1/10ème du volume final pour l’input et doser la DO260 (1µl d’extrait dilué dans 100 µl d’H2O) NB : La référence doit être 1µL de mélange (LSB et LSB‐triton‐sucrose) ‐ Les tubes sont congelés rapidement dans l’azote liquide puis conservés à –80°C 
 
Fractionnement des polysomes ‐  Les  lysats  sont  ensuite  déposés  sur  11,3 ml  d’un  gradient  continu  de  sucrose  (15%‐50% de sucrose dans du tampon LSB. Après ultracentrifugation pendant 2 heures à 38000 rpm dans un rotor SW41‐Ti à 4°C, les fractions sont collectées avec un fractionnateur ISCO (Lincoln, NE ; Foxy Jr  fraction  collector  coupled  to  UA‐6  UV  detector).  L’absorbance  à  254  nm  est  mesurée  de manière continue et 17 fractions de 0,9 ml sont collectées. Les ARNs des fractions polysomiques sont extraits avec du trizol LS et sont vérifiés sur un gel d’agarose.                                                               
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                                               TAMPONS 
 
LSB :              20 mM Tris pH 7,5       100 mM NaCl         3 mM MgCl2        Filtrer 0,22 µm   1mM DTT      A ajouter extemporanément du 1M   100 U/mL RNAsine    A ajouter extemporanément du 40 U/µL   100 µg/mL CHX    A ajouter extemporanément du 100 mg/mL  
LSB+triton+Sucrose : 
         0,5 M Sucrose           20 mM Tris pH 7,5       100 mM NaCl         3 mM MgCl2       2.4% Triton X100      Filtrer 0,22 µm   1mM DTT      A ajouter extemporanément du 1M   100 U/mL RNAsine    A ajouter extemporanément du 40 U/µL   100 µg/mL CHX    A ajouter extemporanément du 100 mg/mL 
 
LSB+15% sucrose :        20 mM Tris pH 7,5     100 mM NaCl       3 mM MgCl2        Filtrer 0,22 µm   1mM DTT      A ajouter extemporanément du 1M   20 U/mL RNAsine    A ajouter extemporanément du 40 U/µL   100 µg/mL CHX    A ajouter extemporanément du 100 mg/mL  
LSB+50% sucrose :  
               20 mM Tris pH 7,5       100 mM NaCl         3 mM MgCl2        Filtrer 0,22 µm   1mM DTT      A ajouter extemporanément du 1M   20 U/mL RNAsine    A ajouter extemporanément du 40 U/µL   100 µg/mL CHX    A ajouter extemporanément du 100 mg/mL   
 
LSB+60% sucrose :               20 mM Tris pH 7,5       100 mM NaCl         3 mM MgCl2       Ajouter un peu de bleu de bromophénol (la solution se colore petit à petit) Filtrer 0,22 µm   
220  
 
Immunofluorescence 
 
Etude de la localisation de HuR  J1 : Ensemencer  les cellules sur des lamelles en verre stériles déposées dans des boîtes 6 puits à la densité de 100000 cellules par puits  J2 :   ‐     Exposer les cellules aux UV  ‐ Faire 2 lavages des cellules avec 2 ml de PBS/ puits ‐ Fixer les cellules avec 1 ml de formaldéhyde à 3,7% pendant 20 minutes à température ambiante ‐ Rincer 2 fois les cellules avec 2ml de PBS / puits pendant 5 minutes ‐ Perméabiliser les cellules pendant 5 minutes avec 2 ml de PBS‐BSA 0,1%‐Triton 0,5% ‐ Rincer 2 fois avec 2 ml de PBS‐BSA 0,1% pendant 5 minutes ‐ Saturer les lamelles par une incubation de 30 minutes avec 2 ml de PBS‐BSA 0,1%‐SVF 3% ‐ Pour l’incubation des lamelles avec l’anticorps primaire, déposer 100 µl d’anticorps primaire dilué dans du PBS‐BSA 0,1% sur un film bien plat et retourner la lamelle sur la goutte d’anticorps de manière que les cellules soient bien au contact de l’anticorps.  Noter sur le film les conditions pour chaque lamelle Les anticorps utilisés dans cette étude sont l’anticorps monoclonal anti‐HuR 3A2 (Santa Cruz ; dilution 1/200) et l’immunoglobuline G de souris, utilisée comme contrôle (Sigma ; dilution 1/200). Les lamelles sont incubées  avec les anticorps primaires pendant toute une nuit. J3 :    ‐    Le lendemain, remettre les lamelles dans les puits des boîtes de culture et rincer les      lamelles 3 fois pendant 5minutes avec 2 ml de PBS‐BSA 0,1%  ‐ De la même manière que pour l’anticorps primaire, incuber les lamelles avec l’anticorps secondaire anti‐souris dilué dans du PBS‐BSA 0,1% pendant 45 minutes (Alexa‐488 coupled donkey anti‐mouse secondary antibody ; Invitrogen ; dilution 1/2000) ‐ Remettre les lamelles dans les boîtes de culture et rincer 1 fois pendant 5 minutes avec 2 ml PBS‐BSA 0,1%, puis 2 fois pendant 5 minutes avec 2 ml de PBS. ‐ Monter les lamelles avec une goutte de Prolong Gold DAPI ‐ Incuber toute la nuit à l’abri de la lumière 
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‐ Le lendemain les cellules sont observées au microscope à fluorescence à l’objectif 40X  
Détection des cellules apoptotiques  
 Le principe du kit est de marquer les cellules apoptotiques, caractérisées par une fragmentation de leur ADN par la méthode TUNEL. Un nucléotide conjugué à la digoxigénine est ajouté par réaction enzymatique à l’extrémité 3’OH libre de l’ADN fragmenté. La détection de l’ADN fragmenté est ensuite réalisée au microscope après immunomarquage à l’aide d’un anticorps fluorescent anti‐digoxigénine.  ‐ Ensemencer  les cellules sur des lamelles en verre stériles déposées dans des boîtes 6 puits  pour obtenir 70% de confluence le lendemain ‐ Exposer aux UV ‐ Faire 2 lavages des cellules avec 2 ml de PBS/ puits ‐ Fixer les cellules avec 1 ml  de formaldéhyde à 3,7% pendant 20 minutes à température ambiante, puis aspirer  ‐ Rincer 2 fois les cellules avec 2ml de PBS/ puits pendant 5 minutes ‐ Perméabiliser les cellules pendant 5 minutes à ‐20°C avec 2 ml/ puits d’une solution glaciale Ethanol/ acide acétique (2V/1V), aspirer ‐ Rincer 2 fois les cellules avec 2ml de PBS/ puits pendant 5 minutes ‐ Sur un film plat, déposer une goutte de 75 µl d’Equilibration Buffer/ lamelle.  Retirer les lamelles, une par une des puits de culture à l’aide d’une pince. Bien aspirer le reste de PBS autour de la lamelle et retourner la lamelle sur la goutte d’ Equilibration Buffer de manière que les cellules soient en contact avec le tampon. Incuber 10 secondes  ‐ Préparer un deuxième film plat sur lequel on dépose  une goutte de 55 µl de solution Working Strength TdT Enzyme / lamelle. Aspirer l’excès de tampon d’Equilibration Buffer de la lamelle et retourner la lamelle sur la goutte de solution Working Strength TdT Enzyme. Incuber 1h00 à 37°C dans une chambre humidifiée. ‐ Remettre les lamelles dans les boîtes de culture et laver les lamelles en ajoutant 2 ml/ puits de Working Strength Stop/ Wash Buffer, agiter et incuber 10 minutes à température ambiante. ‐ Aspirer, puis laver les lamelles 3 fois une minute avec du PBS ‐ Retirer les lamelles des boîtes et les déposer sur une goutte de solution de Working Strength fluorescein antibody (65 µl/ lamelle), préalablement déposée sur un film plat. Incuber 30 minutes à température ambiante dans une chambre humidifiée ‐ Remettre les lamelles dans les boîtes de culture et faire 4 lavages de 2 minutes avec du PBS 
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‐ Monter les lamelles avec une goutte de Prolong Gold DAPI ‐ Incuber toute la nuit à l’abri de la lumière ‐ Le lendemain les cellules sont observées au microscope à fluorescence   Préparation des solutions  
Working Strength TdT (stockage 6h) 77 µl de réaction Buffer 33 µl de TdT enzyme  
Working Strength Stop / Wash Buffer  (stockage 1 an 4°C) 1ml de Stop/Wash Buffer  34 ml d’H20  
Working Strength fluorescein antibody solution (stockage3 heures ) 56 µl de Blocking solution 49 µl d’anti‐digoxigenin conjugate  
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Extraction d’ARN  
EXTRACTION DES ARN TOTAUX AU TRIZOL 
 
- Nettoyer les pipettes avec une solution nettoyante RNAse DNAse free 
- Ajouter le trizol dans la boîte de culture (1ml de trizol pour 10cm2 de surface)  
- Homogénéiser avec une pipette pour casser l’ADN génomique 
- Laisser 5min à température ambiante (stockage à ‐80°C possible) 
- Ajouter du chloroforme (200µl par ml de trizol) 
- Agiter très fortement à la main pendant 15 secondes 
- Laisser 2 à 3 minutes à température ambiante 
- Centrifuger à 4°C pendant 15 min à 12 000 g maximum 
- Récupérer délicatement la phase acqueuse, non colorée 
- Ajouter  si  nécéssaire  de  l’acrylamide  linéaire  (10  µg/ml  de  phase  aqueuse)  pour favoriser la précipitation 
- Ajouter un volume d’isopropanol 
- Mélanger à la main 
- précipiter à – 20° pendant toute une nuit ou 10 min à température ambiante 
- centrifugation à 4° C pendant 30 min à 12 000 g 
- enlever le surnageant 
- ajouter 1ml d’ EtOH 75°  
- Agiter  délicatement  le  tube  à  la  main  pour  enlever  toute  trace  d’isopropanol  ou  de phénol 
- Centrifugation à 4°C pendant 5 min à 7500 g 
- retirer l’EtOH 
- sécher le culot d’ARN 
- redissoudre le culot dans de l’eau RNase free   
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EXTRACTION DES ARN DES FRACTIONS POLYSOMIQUES (SUCROSE) : 
EXTRACTION AU TRIZOL LS    Le trizol LS est utilisé pour extraire des ARN à partir d’échantillons liquides.  
- Nettoyer les pipettes avec une solution nettoyante RNAse DNAse free 
- Ajouter 3 volumes de trizol LS pour un volume de liquide 
- homogénéiser avec une pipette pour casser l’ADN génomique 
- laisser 5 min à température ambiante (stockage à ‐80°C possible) 
- ajouter du chloroforme (200 µL pour 750 µL de trizol LS) 
- agitation forte à la main pendant 15 secondes 
- laisser 3 à 5 min à température ambiante 
- centrifugation à 4°C pendant 15 min à 12 000 g maximum 
- récupérer délicatement la phase acqueuse, non colorée ( ~70 % du volume de Trizol LS ) 
- Pour  de  petites  quantités  d’ARN  extrait    (<15  µg),  ajouter  de  l’acrylamide  linéaire  (10 µg/ml de phase aqueuse) 
- ajouter de l’isopropanol (500 µL pour 750 µL de Trizol LS)  
- mélanger à la main 
- précipiter à – 20°C pendant toute une nuit ou 10 min à température ambiante 
- centrifugation à 4° C pendant 30 min à 12 000 g 
- retirer le surnageant 
- ajouter de l’ EtOH 75 % (1 ml pour 750 µL Trizol LS) 
- Agiter  délicatement  le  tube  à  la  main  pour  enlever  toute  trace  d’isopropanol  ou  de phénol 
- Centrifugation à 4°C pendant 5 min à 7500 g 
- retirer l’EtOH 
- sécher le culot d’ARN 
- redissoudre le culot dans de l’eau RNase free Doser  au  spectrophotomètre.  Déposer  sur  un  gel  d’agarose  1%,  TBE  0,5X  pour  vérifier l’intégrité  des  ARN.  Si  plusieurs  extractions  sont  réalisées  pour  une  même  expérience, déposer  la  même  quantité  (0,5µg)  de  chaque  ARN  sur  le  gel  d’agarose  pour  vérifier également le dosage.    
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RESUME EN FRANÇAIS :  
Lors de stress génotoxiques, une programmation rapide, spécifique et hautement contrôlée de l’expression des 
gènes est nécessaire, pour permettre aux cellules de s’adapter aux nouvelles conditions environnementales. La 
traduction des ARNm, l’étape finale de l’expression de l’information génétique est un processus finement régulé. 
Ainsi, sous différents stress, bien que la traduction de la plupart des ARNm soit inhibée, certains ARNm, codant 
des protéines impliquées dans le contrôle de la mort cellulaire, de la réparation de l’ADN ou du cycle cellulaire, 
sont préférentiellement traduits. Afin d’étendre la compréhension de ces mécanismes, nous nous sommes intéressés 
à la régulation de la traduction de l’ARNm de la GTPase rhoB sous UV. rhoB est un gène de réponse précoce, qui 
est induit sous UV pour participer à la réponse apoptotique. De plus, au cours de l’oncogénèse rhoB a un rôle 
suppresseur de tumeur et son expression protéique est diminuée dans plusieurs cancers. Nos résultats montrent que 
la traduction de l’ARNm codant rhoB est réprimée par l’action interdépendante du microARN miR-19 et de la 
protéine de liaison aux ARNm HuR. Nous mettons en évidence un nouveau mécanisme par lequel l’ARNm de 
rhoB résiste à l’inhibition générale de la traduction sous UV. Cet effet n’est pas associé à une variation de 
l’expression de miR-19 sous UV, mais implique la dissociation de HuR et de miR-19 de l’ARNm de rhoB, levant 
ainsi la répression traductionnelle de l’ARNm de rhoB exercée par ces facteurs. Nos travaux démontrent également 
que cette régulation contribue au rôle anti-apoptotique de RhoB sous UV. En conclusion, cette étude suggère que la 
régulation de la traduction par des microRNAs et des protéines de liaison aux ARNm puisse être déterminante dans 
de nombreux processus cellulaires et plus particulièrement dans la réponse au stress. 
 
SUMMARY :  
When confronted with genotoxic stress, a highly specific and controlled gene expression program is necessary to 
allow cells to adapt rapidly to environmental changes. mRNA translation, the final step of gene expression, is finely 
regulated. Although global protein synthesis is inhibited by different cell stresses, mRNAs encoding some stress 
response proteins are preferentially translated. To study stress-dependent regulation of translation, we have 
investigated the translational regulation of the immediate-early response gene rhoB upon UV exposure. UV-
induced RhoB expression contributes to the regulation of  keratinocyte cell survival after UV exposure. RhoB has 
also been proposed to act as a tumor suppressor and its expression is often down-regulated in several cancers. We 
have shown that miR-19 and HuR bind to rhoB mRNA in an interdependent manner to inhibit RhoB expression. 
We have identified a novel mechanism  by which the rhoB mRNA evades global repression of translation upon UV 
exposure. This effect is not associated with UV-dependant regulation of miR-19 expression but involves the loss of 
the interdependent binding of HuR and miR-19 on the rhoB mRNA upon UV exposure. Thus, inhibition of rhoB 
mRNA translation mediated by those factors is relieved. Furthermore, we have shown that this regulation 
contributes to the anti-apoptotic function of RhoB. This work suggests that the regulation of translation by 
microRNAs and mRNA binding proteins may be determinant in several cellular processes including the response to 
stress. 
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